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1. Einleitung 

1.1 Tuberkulose damals und heute 

Im Jahre 1992 wurde die Tuberkulose von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 
als "global disease" deklariert. Seitdem ist diese Infektionskrankheit wieder etwas mehr 
in das Licht der Offentiichkeit geruckt. Nachdem sie weitgehend schon fast in 
Vergessenheit geraten war, erzeugt sie seit einigen Jahren wieder steigende Infektions- 
und Mortalitatsraten (Bloom & Murray, 1992; Snider Jr. & Roper, 1992; Young & Cole, 
1993). So sind es zur Zeit an die 3 Millionen Menschen, die jahrlich Opfer dieser 
Seuche werden. In Deutschland liegt diese Zahl bei etwa 1000 Todesfallen jahrlich. 

Dieser Trend der letzten Jahre laBt geographisch kaum einen Punkt dieser Erde 
auRer Acht. Risikogruppen lassen sich am besten demographisch abgrenzen. Einen 
wichtigen EinfluR spielen hierbei die parallel grassierende HIV-Epidemie (Selwyn at ai, 
1989; Barnes et al., 1991; Snider Jr. & Roper, 1992; I'Herminez. 1993), mangelnde 
hygienische Verhaitnisse, schlechte oder unausgewogene Ernahrung, die steigende 
Zahl der Obdachlosen und Drogenabhangigen und die oft mangelnden nationalen 
Tuberkulose-Kontrollprogramme (Bloom & Murray, 1992). All diese Faktoren, vor allem 
wenn sie in Kombination anzutreffen sind, tragen zur Ausbreitung der Krankheit bei. 

Trotzdem ist das Ausmafi des Wiederauflebens dieser Krankheit nicht mit den 
groBen Epidemien im Mittelalter oder im fruhen 19.Jahrhundert vergleichbar. Seinerzeit 
wurden ganze Stadtteile und Landstriche dahingerafft. Die Menschen standen der 
Seuche, im Vergleich zu heute, voilig hilflos gegenOber (Ruffi§ & Sournia, 1992; 
Pasoval, 1993). Es wurden noch keinerlei MaBnahmen unternommen um der Seuche 
Einhalt zu gebieten. 

Dies anderte sich erst ab Mitte des 19.Jahrhunderts, als man damit begann, die 
Kranken in Tuberkulose-Sanatorien einzuweisen, die sich an Orten mit besonders 
zutrSglicher Luft, bei uns vor allem an der Ostsee und in den Alpen, befanden. Als 
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Beginn der gezielten mykobakteriologischen Wissenschaftsgeschichte kann das Jahr 
1882 bezeichnet werden, in dem Robert Koch als erster die Atiologie der Tuberkulose 
beschrieb (Koch, 1882; Koch 1890), 

Im Jahr 1908 gelang es Albert Calmette und Camille Guerin eine morphologische 
Variante des Stammes Mycobacterium bovis zu isolieren (Calmette. 1927). den nach 
ihnen benannten Stamm BCG. Dies ist noch heute der einzige Impfstoff gegen die Tb. 
Die Berichte uber seine Effizienz sind jedoch sehr widerspruchiich (Ferebee. 1970; 
National Tuberculosis Institute-Bangalore. 1974; d'Esopo, 1982; Luelmo, 1982; Fine. 
1989). Eine Impfung wird deshalb nicht generell empfohien, sondern richtet sich nach 
den lokalen Gegebenheiten. Selbst in Deutschland wird die Vakzinierung von 
Neugeborenen von Bundesland zu Bundesland verschieden gehandhabt. 

In den letzten drei Jahren haben jedoch interessante Entwicklungen auf dem Gebiet 
der Vakzin-Entwicklung stattgefunden. Vielversprechende Ergebnisse wurden von 
Schutzexperimenten mit bioabbaubaren Mikropartikein (Vordermeier et al., 1995a) und 
von DNA-lmmunisierungen gemeldet (Tascon et aL, 1996; Huygen et aL, 1996; Zhu et 
ai, 1996). 

1912 wurde zum ersten Male eine Substanz namens Isonicotinsaurehydrazid (INH) 
synthetisiert. Bis die Wirksamkeit dieses Stoffes erkannt wurde. und dieser auch fur 
klinische Zwecke erhaltlich war, dauerte es noch weitere 40 Jahre. Doch heute noch ist 
INH eines der funf bis sechs Antibiotika (INH. Ethambutol, Pyrazinamid. Rifampicin. 
Streptomycin. Thioacetazon). die als Primarwaffen gegen eine Tb eingesetzt werden. 
Welche Kombination dieser Antibiotika aber am besten anschlagt. ist. wegen der in 
letzter Zeit zunehmenden Zahl Antibiotika-resistenter Isolate, sehr unterschiedlich und 
schwer zu generalisieren. Ziel muB es also sein, neue Formen und Angriffspunkte 
medikamentoser Wirkstoffe zu eruieren. Von alleine wird sich auf jeden Fall kein Deus 
ex machine einfinden. 

Unter den erwahnten Antibiotika hat INH die seltene Gabe, hochspezifisch fur 
Mykobakterien zu sein. Erst in den letzten Jahren ist es gelungen. dem Grund hierfur 
auf die Spur zu kommen, der mit der einzigartigen Struktur der mykobakteriellen 
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Zellwand zusammenhangt. INH interveniert bei der Synthese einer der fur 
Mykobakterien spezifischen Komponenten der Zellwand, den sogenannten 
Mycolsauren (Zhang et al., 1992; Heym etal., 1993; Zhang et al., 1993; Banerjee ef a/., 
1994; Dessen etal., 1995; Rouse & Morris, 1995). 

Ein weiteres Problem stellt oft auch die Diagnose der Krankheit dar. Eine fruhe 
Erkennung und sofort einsetzende MaSnahmen sind aber der beste Schutz gegen eine 
weitere Ausbreitung der Krankheit. Eine Auflistung typischer Tuberkulose-Symptome 
stelit aber eher ein Sammelsurium von Merkmalen dar, wie sie oft auch bei anderen 
lapidareren Krankheiten auftreten, als daS es sich bei ihnen urn sichere Indizien fur 
eine Tuberkulose handelt. Oft werden deshalb zuerst andere falsche Diagnosen 
gestellt, bevor man sich uber das Vorhandensein einer Tb im Klaren ist. Die haufigste 
Fehldiagnose ist die einer Bronchitis. 

Der gangige Tuberkulin-Test, bei dem eine Proteinpraparation des Erregers unter die 
Haut injiziert wird (es gibt hierbei zwei Testverfahren, den Mantoux- und den PPD- 
Test), ist unzuverlassig, und vermag zudem nicht zwischen einer Infektion mit 
M. tuberculosis und einer Impfung mit M.bovis BCG zu unterscheiden (Bass Jr. et al., 
1990; Huebner et al., 1993). Auch eine bereits abgeheilte Tb oder Kreuzreaktionen mit 
in der Natur vorkommenden Mykobakterien konnen zu einem positiven Tuberkulin-Test 
fuhren. Er stellt deshalb eher eine Methode dar, urn Infektionen auszuschlielien. Bei 
einem positiven Test mussen andere Verfahren zur weiteren Untersuchung 
herangezogen werden. 

An solchen anderen Verfahren mangelt es aber. Sie sind entweder nicht zuverlSssig, 
sehr aufwendig, langwierig oder teuer, und aus diesen Grunden in vielen 
Epidemiegebieten nicht einsetzbar. Hierzu zahlen z.B. die Kultivierung von 
Biopsieproben, serologische Diagnoseverfahren, die PGR oder die Analyse von 
mykobakterien-speziflschen Zellwandbestandteilen mittels Gaschromatographie (Arya 
et al., 1993; Savage et al., 1993; Zambardi et al., 1993; Bothamley & Rudd, 1994; 
Cooksey & Crawford, 1994; Kolk ef al., 1994; Verbon, 1994; Zolg & Philippi-Schuiz, 
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1994; Amicosante et aL, 1996; Beige et al., 1995). Eines der Verfahren mit erheblichem 
Potential ist der Pathozyme-Tb Complex Kit (Omega). Dieser Assay beruht auf dem 
serologischen Nachweis des rekombinanten 38 kD-Antigens aus E.coli (Singh et al., 
1992). Dieses Protein scheint fur immundiagnostische Verfahren sehr vielversprechend 
:u sein (Wilkinson etaL, 1996). 

1.2 Eine groBe Familie 

Der Begriff Mycobakterium wird in der Regel mit dem Erreger der Tuberkulose 
assoziiert. DaS dies nicht so ist. sol! an dieser Stelle kurz angedeutet werden. Der Term 
Vlycobacterium beschreibt eine Gattung von Bakterien, deren einzige Familie die der 
\/lycobacteriaceae ist (Runyon et al., 1975; Good. 1992; Hartmans & de Bont, 1992; 
/Vayne & Kubica. 1986; Roberts etaL, 1991; Winn & Evans. 1994; Winn & Meier, 1994; 
yVinn & Prechter, 1994; diesen Referenzen liegen auch alle anderen taxonomischen 
"akten zugrunde). Die genaue Anzahl der Spezies. die in diese Familie fallen, ist 
schwer zu nennen, da standig neue hinzukommen oder mehrere altere zu einem 
einzigen neuen Stamm umklassifiziert werden. Es gibt aber wohl mit Sicherheit mehr 
als 60 Vertreter. von denen etv^a gut die Halfte pathogen ist. Das Hauptmerkmal der 
Mycobacteriaceae ist die sogenannte Saurefestigkeit oder acid-fastness. Dahinter 
yerbirgt sich die Eigenschaft, sich nach Anfarbung mit einem basischen Farbstoff, in 
der Praxis meist Fuchsin. nicht wieder mit sauren organischen Losungsmittein 
entfarben zu lassen (Smithwick. 1976; Barksdaie & Kim. 1977; Goren ef a/.. 1978). 

Die bekannteste Gruppe innerhalb der Mykobakterien Ist die des sogenannten 
M, tuberculosis Complex. Seine vier Vertreter sind allesamt pathogen. Die in 
nachfolgender Tabelle (Tab. 1.1) aufgefuhrten Wirtsspektren durfen nicht mit 
experimentellen Infektlonen verwechselt werden. Angegeben sind vielmehr diejenigen 
Organismen, bei denen naturlich vorkommende Infektlonen mit dem jeweiligen Stamm 
auflreten. 
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Tab, 1,1 : Die Vertreterdes M. tuberculosis Complex 
Angegeben ist das jeweils natOrliche Wirtsspektaim, 



Organismus 


Wirtsspektrum 


M tubBrculosis 


Mensch Primaten Hunde Meerschweinchen Hamcitpr 




weniger infektiOs fur Hase. Katze, Ziege und Rind 


M,bovis 


Rind. Mensch, Nager, Hund. Katze. Schwein, Papagei 




der attenuierte Stamm BCG dient als Impfstoff 


M, microti 


Wuhlmaus, Meerschweinchen, Hase 




for Menschen in der Regel nicht infekti6s 


M.africanum 


Meerschweinchen, Maus, Hase 




nurwenige Infektionen beim Menschen bekannt 



Die typischen Symptome einer Tuberkulose umfassen ein allgemeines Unwohlsein, 
Mattigkeit. Blasse, Appetitlosigkeit, allmahlichen Gewichtsverlust. Schmerzen im 
Brustbereich und den typischen tiefsitzenden Tuberkulose-Husten. der bei 
fortgeschrittener Krankheit zunehmend von blutigem Auswurf begleitet ist. Desweiteren 
tritt am spaten Nachmittag eine erhohte Korpertemperatur auf, die sich dann wahrend 
der Nacht in Form von Schv^eiliausbruclien fortsetzt. Es sei an dieser Stelle nur 
angemerkt. dali es auch andere Formen der Tb gibt. die sich nicht in der Lunge 
manifestieren oder sich von der Lunge ausgehend in andere Organe ausbreiten. 

Der zweite bekannte Erreger der Mykobakterien ist MJeprae, der Verursacher der 
Lepra. Dieses nicht-kultivierbare Bakterium ist lediglich in infektioser Form in 
Gurteltieren zu zQchten. M./eprae dringt nicht tief in K6rpergewebe ein und befallt beim 
Menschen die Haut, die Geschlechtsteile oder periphere Nervengewebe. 

Weniger bekannte pathogene Mykobakterien umfassen zum Beispiel den MAIS 
Complex. Dessen Vertreter. M.avium, MJntracellulare und M.scrofulaceum, rufen eine 
bronchialere Form der Tb heivor, verursachen aber auch haufig eine Lymphadenitis. 
Oft treten diese Infektionen im Zusammenhang mit HIV auf. 
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Weitere Erreger sind die meist auf Fische, Amphibien und Reptilien beschrankten 
Stamme M.fortuitum und M.chelonae, die, genauso wie M.haemophilum, M.marinum 
und MMlcerus (auch M.ulcerans), lediglich kutane, relativ leicht zu behandelnde 
Infektionen verursachen. 

Die meisten der nicht-pathogenen Vertreter der Mykobakterien sind im Vergleich zu 
den pathogenen Stammen schnell-wachsende Organismen. M.smegmatis, ein 
Bakterium, das im Boden und im Wasser vorkommt. ist deshalb bekannt. weil in ihm die 
Grundlagen fCir genetische Arbeiten in Mykobakterien geschaffen worden sind 
(Snapper et ai, 1988; Snapper et ai, 1990; Garbe et al., 1993; Falcone et aL, 1995; 
Garbe et aL, 1994). Ein anderer Stamm, M.vaccae, wird als Kandidat fur eine 
Immuntherapie gegen Tuberkulose gehandelt (Stanford & Stanford, 1994; Onyebujoh 
etaL, 1995; Stanford & Stanford. 1995). 

1.3 Antigene im allgemeinen und spezlellen 

Seitdem in den vergangenen etwa gut 10 Jahren das experimenteile Wissen dafur 
geschaffen worden ist, wurden eine Reihe mykobakterieller Antigene kloniert und 
charakterlsiert. Die bekanntesten darunter sind Hitzeschockproteine. tiber die 
inzwischen vergleichsweise viel bekannt ist (Thole & van der Zee, 1990; Young et aL, 
1992; Hughes, 1993; del Giudice. 1994; Little ef a/., 1994; Lowrie etaL, 1994; Oftung et 
aL, 1994; Roman ef a/., 1994; Silva et al., 1994; Silva & Lowrie. 1994; Launois et aL, 

1995) . Wegen ihrer hoch konsen/ierten Sequenz und der universellen Verbreitung ist 
ihr Einsatz fur Diagnoseverfahren zwar schwierig. mittels PCR-Methoden aber mogiich 
(Steingrube et aL, 1995). Vielversprechende Resultate sind auch bei Immunisierungen 
mit Hsp-produzierenden Systemen zu verzeichnen (Silva & Lowrie. 1994; Lowrie et aL, 

1996) . 

Das Hauptaugenmerk liegt aber auf tuberkulose-spezifischen Antigenen. Besonders 
solche, die bereits nach kurzzeitigem Wachstum im extrazellularen Raum zu finden 
sind, scheinen vielversprechend, da sie dem Immunsystem die ersten Angriffspunkte 
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bieten (Andersen et al., 1991; Harboe. 1992; Verbon et al., 1992; Orme et al., 1993; 
Andersen, 1994; Roche etal., 1994; Boesen etal., 1995; Haslov et al., 1995; Horwitz et 
al., 1995; Sorensen et al., 1995). Ein Gemisch solcher Proteine sollte im Idealfall nach 
Injektion einen optimalen Schutz vor einer Infektion bieten. Das Ziel ist deshalb die 
Suche nach dem richtigen Antigengemisch und der optimalen Darreichungsform fur ein 
soiches subunit vaccine. 

Eines der extensiv untersuchten Antigene ist das 38 kD-Antigen von M.tuberculosis, 
ein Glyko- und Lipoprotein, das am Phosphattransport durch die Zellmembran beteiligt 
ist (Espitia et al., 1992; Chang et al., 1994; Dissertation Damaschke. 1996). Es zeigt 
30% Homologie zum Phosphat-bindenden Protein PstS aus Escherichia coli (Andersen 
& Hansen, 1989). Dieses Antigen wurde in E. co// exprimiert und aufgereinigt (Singh et 
al.. 1992), und inzwischen auch kristallisiert (Choudhary et al., 1994). Seine 
Immunologische Charakterisierung ist sehr weit fortgeschritten (Young et al., 1986; 
Kadivai et al., 1987; Bothamley & Rudd. 1994; d'Souza et al., 1994; Vordermeier et al., 
1994; Pollock et al., 1995; Vordermeier et a!., 1995b). Es scheint sowohl in der 
Serologie, ais auch in Schutzexperimenten, ein erhebliches Potential zu besitzen 
(Vordermeier et al., 1995a; Wilkinson et al., 1996; Zhu et al., 1996). 

Das in dieser Arbeit behandelte 40 kD-Antigen von M.tuberculosis stellt ebenfalls ein 
Protein dar, das sehr fruh wahrend des Wachstums von der Zelle ausgeschieden wird. 
1988 v^urde ein monoklonaler Antikorper mit der Bezeichnung HBT-10 isoliert (Worsaae 
et al., 1988). Dieser mAb zeichnet sich durch die FShigkeit aus, zwar mit dem Erreger 
M.tuberculosis, aber nicht mit dem impfstamm M.bovis BCG zu reagieren, eine 
Eigenschaft, die bislang noch nie beobachtet worden war (Ljungqvist ef al., 1988). 
AuBer mit M.tuberculosis konnte jedoch auch eine Reaktion mit Zellextrakten von 
M.marinum beobachtet w/erden. 

Der Versuch, das Protein mittels des an Sepharose gekoppelten mAb HBT-10 
aufzureinigen, war gescheitert (Ljungqvist et al., 1990). Die Autoren fuhren dies auf die 
wahrscheinlich komplexe Quartarstruktur des hexameren Proteins zuriJck. 
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Kurz darauf wurden aus einer Xgt11-Bank drei Klone isoliert. die allesamt mit dem 
,TiAb HBT-10 reagieren (Andersen et al.. 1988). Die antigene Determinante dieser drei 
Klone bekam zunachst die Bezeichnung pac (protein antigen c). Es solite sich 
herausstellen. daB zwei dieser drei Klone das vollstandige ORF des mit HBT-10 
reagierenden Proteins enthalten. 

Die Charakterisierung dieser Klone erfolgte einige Jahre spater durch die gleiche 
Gruppe (Andersen et al., 1992). In dieser Arbeit wurde die DNA-Sequenz einer der 
vollstandigen Klone bestimmt. Die abgeleitete Primarsequenz des Proteins zeigt auf 
Aminosaureebene uber 50% Identitat zu zwei Proteinen aus Bacillus sphaericus 
(Ohshima et al.. 1990) und Bacillus stearothermophilus (Sakamoto et al., 1990). 
Aufgrund dessen wurde die funktionelle Identitat des 40 kD-Antigens als L-Alanin 
Dehydrogenase (E.G. 1.4.1.1) postuliert. was sich in biochemischen Untersuchungen 
bestatigen solite. Die Begriffe 40 kD-Antigen und Alanin Dehydrogenase werden in 
dieser Arbeit als Synonyme benutzt. 

Aus nativen Gelen wurde bestimmt. daS das 40 kD-Antigen ein hexameres Protein 
ist (Andersen et al.. 1992). Seine Untereinheiten besitzen ein abgeleitetes 
Molekulargewicht von 38.988 Dalton. Das funktionelle Enzym hat demnach ein 
Molekulargewicht von nicht weniger als 234 kD. Es katalysiert die reversible Reaktion : 

COOH CH3 

NH,-C-H + NAD* C = 0 + NH/ + NADH 

I I 
CH, COOH 

L-AUnin Pyruvat 

Abb. 1.1 : L-Alanin Dehydrogenase (B.C. 1.4.1.1) 

Trotz des Fehlens einer Signalsequenz ist das Protein in vivo in M.fuberculosis fast 
ausschlieBlich extrazellular zu finden. Bereits nach 4 Tagen ist es in groBen Mengen im 
Kulturmedium nachzuweisen. Es wurde deshalb schon vie! Qber seine physiologische 
Funktion spekuliert. Eine Rolle des Enzyms bei der Zellwandsynthese ist hierbei der 
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Konsens aller Spekulationen. Fur diese Annahme gab es bislang jedoch keine 
konkreten Hinweise. 

Diese Funktion einer AlaDH ist bisher auch noch nicht beschrieben worden. Die bis 
zum heutigen Zeitpunkt charakterisierten AlaDH's haben zum GroBteil ihre Aufgabe be! 
der Ammonium-Assimilation (Caballero et a/.. 1989; Flores & Sanchez. 1989). beim 
Alanin-Katabolismus (Crow. 1987) oder bei beidem (Tolxdorff-Neutzling & Klemme. 
1982; Betlion & Tan. 1987; Sakamoto et al., 1990). Desweiteren wird eine AlaDH fur 
eine normal ablaufende Sporulation bei Bacillus subtilis benotigt (Nitta et ai, 1974; 
Siranosian et ai, 1993). Auch in diesem Fail dient das Enzym als Ausgangspunkt fur 
die Energieversorgung der Zelle. Energie entsteht dabei direkt in Form des 
Endprodukts NADH und indirekt uber Pyruvat. das in den Zitronensaurezykius 
eingeschleust wird. Dabei entsteht ebenfalls Energie in Form von NADH. Auch fur die 
Synthese einiger Sekundarmetabolite. zum Beispiel diverser Antibiotika. wird eine 
AlaDH benotigt (Flores & Sanchez, 1989; Vancura ef a/.. 1989). 

1.4 Das Konzept derViruIenz 

Das Konzept der Viruienz des Tuberkulose-Erregers ist noch ein Buch mit sieben 
Siegeln. Zwar werden nach und nach Telle dieses Ratsels gelost, ohne daB dies jedoch 
bis jetzt ein zusammenhangendes Bild ergibt. Was die generelie Strategie des Erregers 
betrifft, so palit sie wohl bei Anwendung der Klassifikation von Mekalanos am ehesten 
in die Kategorie "no harm, no four (Mekalanos. 1992). Diese Allegorie aus dem 
Basketball laBt sich wohl am besten mit "tust du mir nichts. tue ich dir auch nichts" 
ubersetzen. Der pathogene Organismus kann sich zwar im Wirt manifestieren, schadigt 
ihn aber nicht. Bei einem immunkompetenten Wirtsorganismus kann sich dieses Spiel 
ein ganzes Leben lang hinziehen, wie es bei der Tuberkulose auch oft der Fall ist. Erst 
wenn der Regulationskreis, der diesen Zustand aufrecht halt, aus dem Gleichgewicht 
gerat. fangt der Kampf zwischen dem Erreger und dem Wirt an. Dies ist dann in der 
Regel der Ausbruch einer Tb. Nur in den seltensten Fallen gelingt es dem 
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Tienschlichen Korper den Eindringling zu eliminieren. Das Charakteristikum der "no 
harm, no four Strategie liegt in einer im Vergleich zur Erkrankungsrate sehr hohen 
Infektionsrate. Dieses Merkmal trifft auf die Tb voilstandig zu. Es wird davon 
ausgegangen, daS etwa ein Drittel der Weitbevoikerung mit M.tuberculosis infiziert ist. 
Aber nur bei circa 10% der Infizierten tritt irgendwann in deren Leben das 
Krankheitsbild auf (Kochi, 1991; Bloom & Murray, 1992). 

Wahrend bei anderen patliogenen Mikroorganismen, wie zum Beispie! Salmonella 
typhimurium (Fields et ai, 1986; Buchmeier & Heffron, 1989; Fields et ai, 1989; 
Buchmeier & Heffron, 1990; Galan & Curtiss, 1990; Miller ef a/., 1991; Buchmeier ef a/.. 
1993; Bowe & Heffron. 1994; Buchmeier et ai, 1995; Wick et ai, 1995), Pseudomonas 
aeruginosa (di Rita & Mekalanos. 1989; Storey etai, 1990; di Rita & Mekalanos, 1991; 
Passador et ai, 1993), Legionella pneumophila (Black et ai, 1990) oder Listeria 
monocytogenes (Sokolovic & Goebel, 1989; Leimeister-Wachter et ai, 1991; Dramsi et 
ai, 1996). sehr viel uber Virulenzfaktoren und ihre Regulation bekannt ist, ist das 
Wissen bei M.tuberculosis eher sparlich. Zwar wird zur Zeit Intensiv nach solchen 
Faktoren gesucht (North & Izzo, 1993; Mundayoor & Shinnick, 1994; Pascopella etai, 
1994; Pedrosa etai, 1994; Plum & Clark-Curtiss, 1994; Ramakrishnan & Falkow, 1994; 
McDonough & Kress, 1995; Ordway et ai, 1995; Sarmento & Appelberg, 1995; 
Shinnick et ai, 1995), doch meist enden diese Versuche mehr in der Beschreibung des 
Bildes der Virulenz. ais daS sle konkrete Anhaltspunkte liefern. 

Als bekannt gilt bisher, daB Alkohol die Expression von mit Virulenz assoziierten 
Proteinen erhoht (Bermudez et ai, 1993). Diese Tatsache konnte ein Mechanismus 
sein. wie der stillschweigend erklarte Waffenstillstand zwischen dem Erreger und dem 
Wirt gestort werden kann. Als moglicher Virulenzfaktor direkt wurde 
Lipoarabinomannan, ein fur Mykobakterien spezifischer Bestandteil der Zellwand, 
vorgeschlagen (Chan etai, 1991). Dieser Zucker unterscheidet sich bei den virulenten 
Stammen von M.tuberculosis von dem der avirulenten Stamme (Chatterjee et ai, 1992; 
Arya et ai, 1993; Leopold & Fischer. 1993; Prinzis et ai, 1993; Roach et ai, 1993; 
Anthony et ai, 1994; Lemassu & Daffe, 1994). Desweiteren wurden einem Protein mit 
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Homologie zu Virulenz-regulierenden Proteinen anderer pathogener Bakterien (Gupta 
& Tyagi, 1993) und einem Protein, das bei heterologer Expression in E.co// 
hamolytische Eigenschaften zeigt (Leao et al., 1995). die Rollen von Virulenzfaktoren 
zugeschrieben. Letzteres Protein zeigt Homoiogien zur Phospholipase C, einem 
Enzym, das, genauso wie die Phospholipase D, bel der Virulenz von Clostridium 
perfringens (Kamayama et al., 1974; Smith, 1979). Corynebacterium 
pseudotuberculosis (Hodgson et ai, 1992; McNamara et ai, 1994), Listeria 
monocytogenes (Camilli et al., 1991; Raveneau et al., 1992) und Pseudomonas 
aenjginosa (Ostroff et aL, 1989; Rahme et al., 1995) eine wichtige Rolls spielt. Bei 
Mykobakterien wurde Phospholipase C - Aktivitat ausschlieSlich bei virulenten 
Stammen gefunden, wohingegen Phospholipase D - Aktivitat bei alien untersuchten 
Stammen zu finden war (Johansen et al., 1996). 

Auch fur das 40 kD-Antigen wurde der Verdacht geauBert, es konnte einen 
Virulenzfaktor darstellen (Delforge et al., 1993). Diese Vermutung geht auf die 
Beobachtung zuruck, daS die NAD(H)-Bindungsstel[en der AlaDH von M. tuberculosis 
und den Pyridinnukleotid-Transhydrogenasen (PNT) von E.coli und von Rinder 
Mitochondrien dasselbe Konsensusmotiv besitzen (GxGxxG(17x)D-Motiv). Da auf 
Western Blots von Extrakten des Tb-Erregers mit dem mAb HBT-10 zudem, auSer der 
AlaDH-Bande. eine weitere Bande in der Hohe des Molekulargewichts der PNT 
auftaucht, wurde spekuliert. daB der Antikorper an der NAD(H)-Bindungsstelle sein 
Epitop besitzt. Das 40 kD-Antigen wurde in diesem Fall seine virulente Komponente 
dann darin besitzen, daS es die kritische Balance zwischen NADH und NADPH 
dereguliert. Das Bakterium benotigt selbst groSe Mengen an NADPH fur anabole 
Zwecke. vor allem fur die Aminosaurebiosynthese. Genau darin liegt die physiologische 
Aufgabe der PNT. Das bei katabolen Reaktlonen entstehende NADH wird hierbei als 
treibende Kraft verwendet (Abb. 1.2; Bragg etai, 1972; Jackson. 1991). 
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NADH + NADP*+ nH*.„8,^cy,o«i ^ NAD* + NADPH + nH*i„„.^„,^, 



Abb. 1.2 : Pyridinnukleotid-Transhydrogenase (E.C 1.6.1.1) 



1.5 Aufgabenstellung 

Das in dieser Arbeit behandelte 40 kD-Antigen stellt in vieierlei Hinsicht ein 
interessantes Objekt fur eingehende Studien dar. 

Das Antigen war bereits in einen Expressionsvektor fiir Escherichia coli kloniert 
worden (Konrad & Singh, unveroffentlicht). Es sollte deshalb die Expression und die 
Aufreinigung des rekombinanten Proteins optimiert werden. Mit einer homogenen 
Proteinfraktion soilten dann die entscheidenden biochemischen Parameter des Enyzms 
bestimmt werden. Aus solchen Daten lassen sich erfahrungsgemali Ruckschlusse auf 
die physiologische Funktion eines Enzyms Ziehen. Es stellte sich hierbei die Frage, ob 
die hypothetische Aufgabe des Enzyms bei der Zellwandbiosynthese unterstrichen Oder 
wideriegt werden kann. Im Falle einer Wideriegung soliten andere mogliche Funktionen 
eruiert werden. 

Zudem konnen sich aus der Biochemie Ansatzpunkte fQr eine gezielte Beeinfluliung 
des Enzyms in vivo ergeben. In diesem Zusammenhang ist erneut die physiologische 
Funktion der Schlusselpunkt aller Anstrengungen. Wenn das Antigen fQr das Bakterium 
eine essentielle Rolle spielen sollte, dann konnten sich durch gezielte Versuche das 
Gen Oder das Protein auszuschalten MSglichkeiten ergeben, den Tuberkulose-Erreger 
an einem definierten Punkt am Wachstum zu hindern. Das Protein ware dann ideales 
drug target Sollte das 40 kD-Antigen zudem. wie postuliert (Delforge et ai, 1993), 
einen Wulenzfaktor darstellen. dann konnte durch solche Unternehmungen EinfluS auf 
die natGrliche Virulenz des Bakteriums genommen werden. Durch verschiedene 
Ansatze sollte deshalb auch dieser Punkt uberpruft werden. 
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Die Moglichkeit, mittels des mAb HBT-10 die Stamme M. tuberculosis und M.bovis 
BCG zu disl<riminieren, ermoglicht es Verfahren zu entwickein, die eine Infektion von 
einer Impfung unterscheiden konnen. Dies ist mit den gebr§uchlichen 
Screeningverfahren, dem PPD- oder dem Mantoux-Test, nicht moglich (Bass Jr. et al., 
1990; Huebner et al., 1993). Durch die Analyse der Verbreitung des Gens bzw. des 
Genprodukts sollte die Grundlage dafur geschaffen werden, eine rationelle 
Verfahrensentwicklung fur einen solchen Test zu ermoglichen. Zudem sollte untersucht 
werden, ob das Vorhandensein eines funktionellen Enzyms mit irgendwelchen anderen 
Parametern korreliert. Insbesondere auf taxonomische und virulente Zusammenhange 
wurde hierbei Wert gelegt. Auch bestimmte naturliche Lebensweisen oder der Eintritt in 
bestimmte Wachstumsphasen konnten mit der Alanin Dehydrogenase in 
Zusammenhang stehen. Diesen Fragen sollte auf den Grund gegangen werden. 
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2. Materialien und Methoden 

2.1 Lebendes Material 

2.1.1 Bakterien 
2.1.1.1 E.co// Stamme 

Der Stamm Escherichia coli wurde verwendet um die Expression des rekombinanten 
40 kD-Antigens zu optimieren (Tab. 2.1). Zudem wurden in ihm bereits klonierte 
mykobakterielle Antigene uberproduziert (Tab. 2.2). 



Tab. 2. 1 : Benutzte Expressionsstamme und deren relevante Eigenschaften 



stamm 


Genotyp und relevanter Phanotyp 


Herkunft / Referenz 


E.co// CAG 629 


/ac(am) p/7o(am) //p(am) supC^^ rpsL ma/{am) Ion 
/7fpR165-Tn10(TetR) 


C.Gross 


E.coli DH5a 


supEAA A/acU169((|)80 lacZ AM 15) hsdRM recAl 
endA^ gyrA96 //?/-1 re/AI 


Hanahan (1983) 


E.coliTG2 


supE hsd A5 thiA{lac-proAB) A(sry-recA)306::Tn10(TetR) 
F'(^raD36 proA+ /acl^ /acZM15) 


Sambrook etal. (1989) 


E.co// SURE 


hsdR mcrA mcrS mvrendA supEAA thi-l X- gyrA96 
re/AI lac recB recJ sbcC umuC uvrC (F'proAB /acl^Z 
AM15Tn10(TetR)) 


Stratagene 


E.CO// BL 321 


mc105 nadB+ pur\* 


Studier(1975) 


E.co// N 4830 


suo his ilv galKAS AchD-pgl {k ABam N+ disss? AHI) 


Gottesman etal, (1980) 


E.co// 538 


Genotyp unbekannt 


Bayer AG 
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'ab. 2,2 (1/2) : Produzenten mykobakterieller Antigene und deren Charakteristika 
is ist angegeben. welches Antigen von den jeweilicen StSmmen produziert wird. Die beiden letzten 
5palten geben die Anzuchtbedingungen wieder (siehe auch 2.5.2). 



Stamm 


Herkunft / Referen2{en) 


Produkt 


Antibiotika 


Induktion 


E.co// BL21 (PKAM1301) 


J. van Embden 


GST-36 kD-Antigen. 
M. leprae 


Ap 


IPTG 


E.co// BL21/pIys5 
(prsAMoDUl ; 


J. van Embden 


70 kD-Antigen, 
M. leprae 


Ap + Cm 


IPTG 


E.CO// CAG629 (pMS9-2) 


Singh et aL (1992) 


38 kD-Antigen. 
M tuherculosis 


Ap 


Hitze 


E.co// CAG629 (pMS14-1) 


Cherayil & Young (1988) 
uaie <k raiKi ^lyyu^ 
Singh et aL (unveroff.) 


28 kD-Antigen, 


Ap 


Hitze 


E.co// M15 (pHISKie 
+ pREP4) 


verDon er a/, ^lyyz; 
Vordermeier et aL (1993) 


1R kD-Antiaen 
MJuberculosis 


Ad 


IPTG 


E.co// M1697 


v. Menra 


Hi<s-'^n kn-Antioen 

Ills— tVL/ /^iiiiydi, 

MJuberculosis 


Ap + Km 


IPTG 


E.coli M1698 


V. Menra 


t-lie-^n kD-Antiaen 

M.leprae 


Ap + Km 


IPTG 


E.co// POP (pKAM2101) 


J. van Embden 


70 kD-Antigen. 
MJuberculosis 


Ap 


Hitze 


E.co// POP (pRIB1300) 


Thole et aL (1987) 
van Eden et aL (1988) 


65 kD-Antigen. 
M.bovis BCG 


Ap 


Hitze 


E.co// POP (pZW10D3) 


Mehra et aL (1986) 
van der Zee et aL (unveroff.) 


65 kD-Antigen. 
M.leprae 


Ap 


Hitze 


E.coli TEA (pKAM1101) 


di Guan et aL (1987) 
Maina et aL (1988) 
Thole et aL (1990) 


MBP-36 kD-Antigen, 
M.leprae 


Ap 


Hitze 
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Tab. 2.2 (2/2) : Produzenten mykobakten'eller Antigene und deren Charakteristika 
Es ist angegeben. welches Antigen von den jeweiligen StSmmen produziert wird. Die beiden letzten 
Spalten geben die Anzuchtbedingungen wieder (siehe auch 2.5.2). 



Stamm 


Herkunft / Referenz{en) 


Produkt 


Antibiotika 


Induktion 


E.co// TB1 (PKAM4101) 


J. van Embden 


MBP-2nd 65 kD- 
Antigen. MJeprae 


Ap 


Hitze 


E. CO// TB2 1-8/2 


Khanolar- Young et aL (1992) 
Mehra et aL (1992) 


MBP-10 kD-Antigen. 
M.tuberculos/'s 


Ap 


IPTG 


E.CO//TG2- 50/55 Sal 
large 


C.Espitia; M.Singh 


50/55 kD, large frag.. 
M. tuberculosis 


Ap 


IPTG 



2.1.1.2 Mykobakterlelle Stamme 

Tab. 2.3 (1/3) : Benutzte Mykobakterien und deren Herkunft 



Stamm 


Abkurzung 


Genaue Bezeichnung, Herkunft 


M.africanum 1 


Afrl 


M.africanum nr. 5544. RIV 


M.asiaticum 1 


Asi1 


M.asiaticum 3250, Portaals 


M. avium 1 


Avi1 


M.avium Myc 3875, Serotype 2, RIV 


M.bovis 3 


Bov3 


/W.6owsnr.8316, RIV 


M.bovis BCG 2 


BCG2 


M.bovis Copenhagen. Serumsinstitut Copenhagen 


M.bovis BCG 4 


BCG4 


M.bovis BCG P3. RIV 


M.chelonae 7 


Che7 


M.chelonei 1490. P.Dirven 


M.fiavescens 1 


Flal 


M.flavescer)s ATCC 14474, RIV 


M.fortuitum 11 


For11 


M.fortuitum ATCC 6841. RIV 


M.gastri 1 


Gas1 


M.gastri ATCC 25220. RIV 


M.gordonae 3 


Gor3 


M.gordonae 8960, Portaals 
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Tab. 2.3 (2/3) : Benutzte Mykobaktenen und deren Herkunft 



Stamm 


Abkiirzung 


Genaue Bezeichnung, Herkunft 


MJntraceJlulare 1 


Inl1 


M.intracellulare 6997. ATCC 15985, Portaals 


Mj'ntracellulare 5 


IntS 


M.intracellulare IWG MT3. RiV 


M.kansasii 1 


Kan1 


M.kansasii Wiyc 1012. RIV 


MJufu 1 


Luf1 


M.lufu 2^9, RIV 


M.marinum 3 


Mar3 


M.marinum L66. Portaals 


M. microti 1 


Mid 


M.m/crof/ nr,1278. Portaals 


M.nonchromogenium 1 


Noni 


M.r)onchromogenium ATCC 25145. RIV 


M.parafortuitum 1 


Paf1 


M.parafortuitum nr.6999, Portaals 


M.peregrinum 1 


Perl 


M.peregrinum, Patient Bakker. TB6849. 
Antonie Ziekenhuis 


M.phlei 1 


Phil 


M.phlei 258 (Ph), Portaals 


M.phlei 4 


PhI4 


M.p/7/e/Wey bridge R82. Tony Eger 


M.scrofuiaceum 1 


Scr1 


M.scrofulaceum Myc 3442, RIV 


M.scrofulaceum 8 


Scr8 


M.scrofulaceum Myc 6672. RIV 


M.simiae 1 


Sim1 


M.simiae 784. Tony Eger 


M.smegmatis 1 


Sme1 


M.smegmatis ATCC 14460. RIV 


M,smegmatis 3 


Sme3 


M.smegmatis 8070, Portaals 


MAerrae 2 


Ter2 


MAerrae, RIV 


M.thermoresistibile 1 


The1 


M.thermoresistibile nr.7001, Portaals 


M.triviale 1 


Tri1 


M.triviale 8067. Portaals 


M.tuberculosis H37Rv 


H37Rv 


MAuberculosis H37Rv. RiV 


M.tuberculosis H37Ra 


H37Ra 


M.tuberculosis H37Ra. nr. 19629. RIV 


M.tuberculosis 1 


Tub1 


M.fiyf>ercL//os/s4514. RIV 


MAuberculosis 49 


Tub49 


M.tuberculosis Cy Sang-Hae Cho. SOdkorea 


M.tuberculosis 60 


Tub60 


M.tuberculosis Sj. Sang-Hae Cho. SOdkorea 
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Tab. 2.3 (3/3) : Benutzte Mykobakterien und deren Herkunft 



^ to rm m 
O Lai 11 rn 


M u i\ u r ^ u n ^ 




M.tuberculosis 118 


Tub118 


M.tuberculosis Myc 16293, Hannoufi 


M. tuberculosis 130 


Tub130 


M.tuberculosis.paWeni yy. Strichcode 3.1265, Dr.BijImer. 
Den Haag 


M, tuberculosis 1 32 


Tub132 


M.tuberculosis Myc 16770, RIV 


M, tuberculosis 145 


Tub145 


M.tuberculosis A^6^3SN, Patient N.Wielaart. Reg.Nr. 
7.7yo.-«:D/, wj\Z., uirecni 


M, tuberculosis 146 


Tubl46 


M.tuberculosis, Abdi Hussein 


M.tuberculosis 163 


Tub163 


M.tuberculosis 925, Patientenisolat Nr. 32, 

IMM>1 <^trR PifS PthS 

irxri'* 1, oir^, r\ii^, cin^ 


M.ulcerus 1 


Ulc1 


M.ulcerus 932, Portaals 


/W.vaccae 3 


Vac3 


M.vaccae ATCC 25950. RIV 


M.xenopi 7 


Xen7 


M.xenopi code 132. Patient Alois Necas, 
H.Kristanpul, Prag 



2.1. 1*3 Andere Bakterienstamme 



Tab. 2.4 : Weitere benutzte Bakterienstamme 



Stamm 


Herkunft 


Listeria monocytogenes EGB 


Andreas Lignau 


Listeria innocua 


Andreas Lignau 


Nocardia asteroides 702774 


Juul Bruins 


Rodococcus equi nr.10P388 


VMDC. Utrecht 
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2.1.2 Zellkultur 

Benutzt wurde die Mause Makrophagen Zellinie J774. Diese Zellinie war ursprunglich 
aus einem Tumor einer weiblichen BALB/c Maus etabliert worden (Ralph & Nakoinz, 
1975). J774 wird fur Phagozytose-Assays, zur Produktion von IL-1 und fur vielfaltige 
biochemische Untersuchungen benutzt. Sie besitzt Rezeptoren fur Immunglobuline und 
Komplement. Desweiteren produziert J774 Lysozym in groBen Mengen und sekretiert 
IL-1 konstitutiv (Ralph & Nakoinz, 1976; Snyderman et al., 1977). Die Aufnahme von 
Bakterien erfolgt durch Phagozytose. Direkte Zytolyse von Fremdorganismen ist relativ 
selten. 

2.2 Nukleinsauren 
2.2.1 Plasmide 

pJLA604Not 




Terminator 

Abb. 2. 1 : Das Plasmid pJLA604Not und seine relevanten funktionellen Abschnitte 

Dieses 4,9 kb groRe Plasmid, ein Derivat von pJLA 604 (Schauder ef a/.,1987), wurde 
als Expressionsvektor verwendet (Abb. 2.1). Das Plasmid pJLA604Not (Konrad & 
Singh, unveroffentlicht) unterscheidet sich von pJLA604 dadurch, da3 die Nde\- 
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Schnittstelle entfernt, und statt dessen eine A/ort-Schnittstelle eingebaut wurde. Das 
Leseraster der Translation beginnt mit dem ATG-Codon der Sp/7l-Schnittstelle. Die 
Transkriptlon startet an den Lambda-Promotoren Pr und Pl, wird jedoch bei 
Temperaturen von 28-30°C durch das cItsssy-Genprodukt effektiv reprimiert. Induktion 
wird durch Erhohung der Temperatur auf 42°C erreicht. Bei dieser Temperatur wird der 
temperatursensibie Lambda-Repressor inaktiv und kann die Transkription nicht mehr 
reprimieren. Die Transkription endet am fd-Terminator. Zudem besitzt der Vektor die 
afpE Translations-lnitiationsregion (TIR) von E.coli. Dieser Abschnitt ist sehr nutzlich fur 
die Initiation der Translation, da er nur wenig storende Sekundarstrukturen besitzt und 
dadurch eine hohe Expressionsrate gewahrleistet (McCarthy et al., 1986). Als 
Selektionsmarker verfugt das Plasmid uber das B-Lactamase-Gen, das fur eine 
Ampicillinreslstenz codiert. 

Als negatives Kontrollplasmid wurde auch pJLA603 verwendet, das bis auf wenige 
Basen in der Klonierungsstelle mit pJLA604 identisch ist. 

pMSK12 




fd - Transkriptions 
Terminator 



Abb. 2.2 : Das Plasmid pMSK12 und seine relevanten funl<tionellen Abschnitte 
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Dies ist ein Derivat des Plasmids pJLA604Not, bei dem zwischen die Sph\- u 
A/ofl-Schnittstelle das 40kD-Antigen von Mycobacterium tuberculosis kloniert 
(Abb. 2.2; Konrad & Singli, unveroffentlicht). 



2.2.2 Oligonukleotide 

Samtliche Oligonukleotide (Tab. 2.5) wurden von Frau Astrid Hans (GBF. 
Braunschweig) an einem 394 DNA/RNA Synthesizer (Applied Biosystenns) hergestellt. 
Gereinigt wurden die Oligonukleotide mit einer Oligonucleotide Purification Cartridge 
(Applied Biosystems). 

Tab. 2.5 : Verwendete Oligonukleotide 



Bezelchnung 


5ec|uenz 


Orientierung 


AlaDH-F1 


5'-ATGCGCGTCGGTATTCCG-3* 


forward 


AlaDH-F1 + 


5'-GCGCGTCGGTATTCCGACCG-3' 


forward 


AlaDH-F2 


5'-GAGACCAAAAACAACGAA-3* 


forward 


AlaDH-F4 


5*-GAATTCCCATCAGCAATCTTGCAGA-3' 


forward 


AlaDH-F5 


5'-GCCCCGATGAGCGAAGTC-3' 


forward 


AlaDH-F6 


5'-GGGGCCGTCCTGGTGCC-3* 


forward 


AlaDH-F7 


5'-GACGTCGACCTACGCGCTGAC-y 


forward 


AlaDH-R1 


5-CTCGGTGAACGGCACCCC-3' 


reverse 


AlaDH-R2 


5'-GGCCAGCACGCTGGCGGG-3' 


reverse 


AlaDH-R3 


5'-CACCCGTTCGGACAGTAA-3' 


reverse 


AlaDH-R4 


5'-CGCGGCCGACATCATCGC-3' 


reverse 


AIaDH-R5 


5'-GGCCGACATCATCGCTTCCC-3' 


reverse 


AlaDH-R6 


5*-CGAGACTAATTTGGGTGCCTTGGC-y 


reverse 


AlaDH-R7 


5'-ATTTGGGTGCCTTGGC-3* 


reverse 


AlaDH-RM 


5'-GGCGGCGAGTCGACCGGC-3' 


reverse 
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Die Lokalisation der Oligos auf dem AlaDH-Gen ist in Abb. 2.3 schematisiert 

^^qaattcccat cagcaatctt gca gattaat cgaactt tct tcacactgaa gcgtacagta 



tcaattgcct acgagaccgt ccagaccgcc gacggcgcac tacccctgct tgccccgatg 

^ -rm 

agcgaagtcg ccggtcgact cgccgcccag gttggcgctt accacctgat gcgaacccaa 



16 
45 



tcgagagggg taatcatgcg cgtcggtatt ccgaccgaga ccaaaaacaa cgaattccaa 

ttccgggtgg ccatcacccc ggccggcgtc gcggaactaa cccgtcgtgg ccatgaggtg 105 

ctcatccagg caggtgccgg agagggctcg gctatcaccg acgcggattt caaggcggca 165 

ggcgcgcaac tggtcggcac cgccgacceg gtgtgggccg acgctgattt attgctcaag 

gtcaaagaac cgatagcggc ggaatacggc cgcctgcgac acgggcagat cttgttcacg 

ttcttgcatt tggccgcgtc acgtgcttcc accgatgcgt tgttggattc c ggcaccacg 34 5 

F5 ^ 

405 
465 



225 
285 



gggggccgcg gtgtgctgat gggcggggtg cccggcgtcg aaccggccga cgtcgtggtg 525 

atcggcgccg gcaccgccgg ctacaacgca gcccgcatcg ccaacggcat gggcgcgacc 585 

gttacggttc tagacatcaa catcgacaaa cttcggcaac tcgacgccga gttctgcggc 64 5 

cggatccaca ctcgctactc atcggcctac gagctcgagg gtgccg tcaa acgtgccgac 705 

^ F6 > ^ R6 

ctggtgattg gggccgtcct ggtgccaggc gccaaggcac ccaaattagt ctcgaattca 765 

cttgtcgcgc atatgaaacc aggtgcggta ctggtggata tagccatcga ccagggcggc 825 

tgtttcgaag gctcacgacc gaccacctac gaccacccga cgttcgccgt gcacgacacg 885 

ctgttttact gcgtggcgaa catgcccgcc tcggtgccga agacgtcgac ctacgcgctg 945 

accaacgcga cgatgccgta tgtgctcgag cttgccgacc atggctgg cg ggcggcgtgc 1005 

R3 

cggtcgaatc cggcactagc caaaggtctt tcgac gg^cg aaggggcgtt actg tcpgaa 1065 

cgggtggcca ccgacctggg ggtgccgttc accgag cgcg ccagcgtgct ggcctga ctc 1125 

R4 

tcggccgctc gttacgccga gcacacgtcg ggagtaaggg aagcgatgat gtcggccgcg 1185 

Abb. 2.3 : Die verwendeten Oiigos und ihre Lage auf dem AlaDH-Gen 



2.3 Rezepturen 

Alle unter diesem Punkt beschriebenen Losungen wurden weitestgehend nach 
Sambrook et al. (1989) hergestellt. 

2.3.1 Nahrmedien 

10 g Bacto-Trypton (Difco), 5 g Bacto-Hefeextrakt (Difco), 10 g NaCI 
ad 1000 ml H2O, pH 7,0. autoklavieren 
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IB 

12 g Bacto-Trypton (Difco), 24 g Bacto-Hefeextrakt (Difco). 4 ml Glycerin (87 %), 2,31 g 
KH2PO4, 12,54g K2HPO4 

ad 1000 ml H2O, die Phosphatlosungen werden getrennt von den anderen 
Komponenten autoklaviert und hinterher zugemischt 

SOQ 

2 % Bacto-Trypton (Difco), 0,5 % Bacto-Hefeextrakt (Difco). 10 mM NaCI. 2,5 mM KCI, 
1 0 mM MgCl2. 1 0 mM MgS04, 20 mM Glucose 

ad 1000 ml H2O, pH 7.0, die Glucose wird getrennt von den anderen Komponenten 
autoklaviert und hinterher zugegeben 

LQWENSTEIN 

Benutzt wurden gebrauchsfertige Coletsos Ossein Schragagarrohrchen (Sanofi 
Diagnostics Pasteur). 

Festmedien : 

Zur Herstellung von Piatten (90 mm. Greiner) der oben beschriebenen Nahrmedien 
wurde der jev\/eiligen Rezeptur 1.5% Agar beigemischt 

antibiotika 

Antibiotika wurden den Flussigmedien kurz vor Gebrauch aus Stammlosungen 
zugegeben. Bel Herstellung von Festmedien v^urde mit der Zugabe gewartet. bis die 
Losung nach dem Autoklavieren handwarm war. Benutzt wurden die in Tab. 2.6 
aufgefuhrten Antibiotika. 



Maleriaiien und Methoden 



29 



Tab. 2.6 : Benutzte Antibiotika und eingesetzte Konzentrationen 



Antibiotika 


Endkonzentration 


geldst in 


Ampicillin 


100 yg/ml 


Wasser 


Chloramphenicol 


20 |jg/ml 


Ethanol 


Gentamicin 


1 00 pg/ml 


gebrauchsfertig (Sigma) 


Kanamycin 


30 Mg/ml 


Wasser 



2.3.2 Pufferldsungen 
L-PuFFER : 50 mM Tris base, 10 mM EDTA, pH 6,8, autoklavieren 

TE : 10 mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 7,4, autoklavieren 

TAE : 40 mM Tris-Acetat. 1 mM EDTA, pH 8,0, autoklavieren 

TBE : 89 mM Tris base, 89 mM BorsSure, 2 mM EDTA, pH 8,0, autoklavieren 

TBS : 50 mM Tris base, 137 mM NaCI, 3 mM KCI, pH 7,4, autoklavieren 

IBSJWEENJ.TBS +0,05% Tween-20 

PBS : 137 mM NaCI, 3 mM KCI, 8 mM Na2HP04, 2 mM KH2PO4, pH 7,0, 

autoklavieren 
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2.4 Geratschaften 

Aufgefuhrt sind hier nur allgemeine Gerate. die nicht speziell fur eine bestimmte 
Methode gebraucht wurden. 

CQo-SCHRANKE 

BB16 Function Line (Heraeus) 

Modell 3336 Water-Jacketed Incubator (Labotect) 

FPLC-gYSTEM : 

Controller : LCC-501 Plus 

Pumpen : High Precision Pump P-500 

externe Pumpe : HI Load™ Pump P-50 

UV-Zelle : UV-M II 

Conductivity Monitor 

Ventil : MV-7 / IMV-7 

Mixer 

Fraktionssammler : Frac-200 

Probenschleifen : 1 ml, 2 ml. 5 ml. sowie Superloops von 10 ml und 50 ml 
Saulen : HR 10/10. HR 10/30, XK 16/20 

Das System wurde gesteuert uber einen Compaq ProLinea 4/66 mit der 
Software FPLC director 1.03. 

Das komplette FPLC-System kommt von der Firma Pharmacia. 



VliLLi Q-Anlage : 

Mill! Q-UF Plus (Millipore) 
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PGR - GERATE : 

Thermocycler Varius M (Landgraf) 

Gene Amp PGR System 9600 (Perkin Elmer) 

PETRISCHAI FN - DREHTISCH ! 

Petrischalen-Drehtisch (SchQtt) 

SCHCITTLER : 

Certomat® U (Braun) 
Certomat®V(Braun) 

Innova 3000 Water Bath Shaker (New Brunswick Scientific) 

SpannungsgerAte : 

Model 200/2.0 Power Supply (BioRad) 
EPS 200 (Pharmacia) 
GPS 200/400 (Pharmacia) 

Speed Vac: 

Speed Vac SC100 (Savant) 
Kuhlfalle RT100 (Savant) 
Pumpe VP100 (Savant) 

Spektralphotqmeter : 

Uitrospec 3000 (Pharmacia) 

Ultrospec K 4053 (Pharmacia) mit Thermostat F34 (Julabo) 

Thermomixer : 

Thermomixer 5437 (EppendorO 
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Ul TRASCHALLBAD ! 

Sonorex Super RK 510 (Bandelin) 

WiPPTISCHE : 

WT12 (Biometra) 
Rockomat (Tecnomara) 

Zenitrifugen : 

Centrifuge 5402 (Eppendorf) 
Centrifuge 5417 (Eppendorf) 

Megafuge 1.0 (Heraeus) mit Mikrotiterplatteneinsatz #2708 
RC5C (Sorvali) mit Rotoren SS-34, SA-600, GSA und GS-3 

2.5 Umgang mit Bakterien 
2.5.1 Erstellen einer Master Seed Bank 

Um be! alien Experimenten stets die gleiclien Ausgangsbedingungen zu 
gewalirleisten, wurde von alien Stammen eine Master Seed Bank angelegt. Dazu 
wurden die Stamme bis zur spaten exponentiellen Phase in den jeweils 
entsprechenden Medien angezogen. Diese Kultur wurde 1:1 mit 87% Glycerin versetzt 
und in Aliquots eingefroren. 

Eines dieser Aliquots wurde unter dem Mikroskop auf Homogenitat untersucht und die 
Identity durch fQr den Stamm spezifische Tests (Miniprep, Western Blotting, 
AktlvitatsfSrbung usw.) verifiziert. Weitere Experimente wurden nur noch ausgehend 
von dieser Master Seed Bank gestartet. Die Ergebnisse werden hierdurch 
reproduzierbar. 
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2.5.2 Induktionsversuche mit E.co// 

Ein Aliquot der Master Seed Bank wurde in entsprechendem Medium angeimpft und 
uber Nacht als Schuttelkultur (200 rpm) be! 30X (hitze-induzierbare Stamme) bzw. 
37°C (IPTG-induzierbare Stamme) inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Kultur auf 
eine Aeoo von 0,1 verdunnt und bis zu einer Aeoo von 0,6 weiter angezogen. Daraufhin 
erfolgte die Induktion der Kultur. Dies geschah be! hitze-induzierbaren Stammen durch 
Inkubation in einem auf 42°C vorgewarmten Schuttelwasserbad (200 rpm) . Bel IPTG- 
induzierbaren Stammen wurde IPTG bis zu einer Endkonzentration von 1 mM 
zugegeben. Geschuttelt wurden diese Kulturen weiterhin bei 37°C. Die Induktionszeit 
betrug je nach Stamm zwischen 1,5 und 3 Stunden. 

2.5.3 Hersteliung von Zellextrakten 

Hierzu wurde eine Schuttelkultur fur 15 min bei 10.000 g und 4*^0 abzentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde in 1/50 Volumen L-Puffer bzw. 20 mM Tris HCI. pH 8.1 {E.coli CAG629 
(pMSK12)) resuspendiert. 

Es folgte eine Ultraschallbehandlung entsprechend den Anweisungen der Hersteller 
(Sonoplus HD 200 (Bandelin) und Labsonic 2000 (Braun); 2 x 20 Sekunden mit 
50 Watt fCir Mengen bis 2 ml bzw. 10 Minuten in Intervailen mit 200 Watt bei Mengen ab 
5 ml). Fur Volumina ab 5 ml wurde ein Rosett-BeschallungsgefaS (Heinemann) benutzt. 
Zur Abtrennung des loslichen Zellextraktes von unloslichen Bestandteilen wurde 
zweimal fur je 20 min bei 35.000 g und 4°C zentrifugiert. 
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2.5.4 Nachweis der Escherichia coli Stamme 

In regelmaBigen Abstanden wurden die E.co//-Stamme auf ihre Identitat gepruft, um 
eine Kontamination der Kulturen auszuschliessen. Hierzu wurde der Bactident®E.coli 
Kit (Boehringer Mannheim) verwendet. Nachgewiesen werden mittels dieses Tests die 
Proteine p-D-Glucoronidase und Tryptophanase. Verfahren wurde nach den 
Anweisungen des Herstellers. 

2.6 Proteinchemische Methoden 
2.6.1 PAGE 
2.6.1.1 SDS-PAGE 

Fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden Vertikal- 
Gelkammern von Biometra (Minigel-Twin) benutzt. 
Die Dicke der Gele betrug 1 mm. 

Fur das Konzentrationsgel bzw. das Trenngel wurden verwendet : 

KoNZENTRATioNSGEL FOR SDS-Gele (4 %) : 0,35 ml Acrylamidlosung Gel30 (Roth), 
0,625 ml Upper Tris, 1.5 ml H2O, 12 pi Ammoniumpersulfat (40%). 6pl TEMED 

Upper Tris : 12.11 g Tris base, 0,8 g SDS, ad 200 ml H2O. pH 6.8 

Trenngel for SDS-Gele (12 %) : 3 mi Acry!amidl6sung Gel30 (Roth), 1 .9 ml Lower 
Tris. 2.55 ml H2O. 18 pi Ammoniumpersulfat (40%). 12 pi TEMED 



LowerTris : 36.34 g Tris base, 0,8 g SDS, ad 200 ml H2O. pH 6.8 
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Vor dem Auftragen wurden die Proben 1:1 mit 2x SDS-Loading Dye (100 mM Tris 
base, pH 6.8, 200 mM DTT. 4% SDS. 0,2% Bromphenolblau, 20% Glycerin) versetzt, 
fOr 10 Minuten aufgekocht und danach kurz abzentrifugiert. AIs Elektrophoresepuffer 
diente 25 mM Tris base, 250 mM Glycin, 0,1% SDS. 

Die angelegte Spannung betrug 51 Volt bis die Proben ins Gel eingedrungen waren, 

danach wurde auf 121 Volt erhOht. 

AIs Marker wurde Dalton Mark Vll-L™ (Sigma) verwendet. 

2.6.1.2 Native PAGE 

Es wurde dasselbe System benutzt wie be! der SDS-PAGE. Das Konzentrations- bzw. 
das Sammelgel bestanden aus : 

KoNZENTRATinNRfiFi FOR NATIVE Gele (A : 0,25 ml 0,5 M Tris base, pH 6,7, 0,25 ml 
0,004% Riboiavinlosung, 1 ml 5% Saccharoselosung, 0,21 ml Acrylamidlosung 
Gel40 (Roth), 0,29 ml H2O, 3 pi TEMED, 6 pi Ammoniumpersulfat (40%) 

Trenngel for native Gele (7.5 %^ : 1,125 ml 3 M Tris base, pH 8,9, 2,25 ml 
Acrylamidlosung GeI30 (Roth), 4.9 ml 5% Saccharoselosung , 6 pi TEMED, 
12 pi Ammoniumpersulfat (40%) 

Elektrophoresepuffer und Loading Dye waren die gleichen wie be! der SDS-PAGE. 

jedoch ohne SDS und DTT. Die Proben wurden nicht aufgekocht, 

AIs Marker wurde der Kit MS II for non-denaturing systems (Serva) verwendet. 
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2.6.1.3 Farbemethoden 
2.6.1.3.1 HotCoomassle Farbung 

Diese Farbemethode diente als Standardmethode bei der Analyse von 
Expressionsversuchen und FPLC-Fraktionen (nach Westermeier, Pharmacia-Protokoll). 

Das Gel wird fur mindestens 30 Minuten in Fixierlosung (40% Ethanol, 10% 
Essigsaure, 50% Wasser) gelegt. Die FSrbung erfolgt fur 10 Minuten in auf 60°C 
vorgewarmter Coomassie-Losung (0,29 g Coomassie Brilliant Blue R250 in 250 ml 
Entfarbeiesung). Danacli wurde das Gel kurz mit destilliertem Wasser abgespult und 
anschlieBend in Entfarbeiesung (25% Ethanol, 8% Essigsaure, 67% Wasser) in einem 
Model 556 Gel Destainer (BioRad) entfSrbt, bis die Banden gut sichtbar waren. Das Gel 
wurde in 10% Glycerin gelagert. 

Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB ganz auf Methanol verzichtet werden 
kann. Zudem ist die Intensitat der Banden im Vergleich zur nornnalen Coomassie- 
Farbung starker und die Hintergrundfarbung bei guter Entfarbung minimal. 



2.6.1.3.2 Silber-Farbung 

Diese Farbemethode wurde zur Analyse von aufgereinigten Proteinpraparationen 
benutzt. Die hShere Sensitivitat dieses Assays, im Vergleich zur Coomassie-Farbung, 
gibt bessere Aufschlusse uber den tatsachlichen Reinheitsgrad einer 
Proteinpraparation. 

Die Silber-Farbung von Proteingelen wurde mit dem Silver Stain Plus Kit (BioRad) 
durchgefiihrt (Gottlieb & Chavko, 1987). Die Prozedur unterteilt sich in vier Abschnitte : 
dem Fixierschritt, zwei Waschschritten und einem FSrbeschritt. Verfahren wurde hierbei 
nach den Anweisungen des Herstellers. 
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Die Farbung beruht auf der Reduktion von Silberionen an den Seitenketten der 
Aminosauren (Switzer etal., 1979. Merril ef a/., 1984). 

2.6.2 Konzentrierung und Umpufferung 

Zur Konzentrierung von Proteinlosungen wurde, je nach experimentellem Ablauf. eine 
Speed Vac oder Centricon bzw. Centriprep-Konzentratoren (Amicon) benutzt 

Zur Umpufferung wurden Dialyseschlauche mit einem CutOff von 1.000 Daiton 
verwendet (Spectrapor, Breite der Schlauche je nach Volumen der Losung entweder 
10 mm Oder 40 mm). Dlalysiert wurde bei 4^0 gegen das 500 - 1000 fache Volumen 
an Zielpuffer mit mindestens einmaligem Puffenvechsel. 

2.6.3 Bestimmung des Gesamtproteingehaltes 

Zur Bestimmung des Proteingehaltes in Losungen wurde der BioRad Protein Assay 
Kit (BioRad) verwendet. Das Prinzip dieses Assay beruht auf der Tatsache. dali sich 
das Absorptionsmaximum einer sauren. Coomassie Brilliant Blue G-250 - haitigen 
Losung nach Zugabe von Protein von 465 nm nach 595 nm verlagert (Bradford, 1976). 
Der Extinktionskoeffizient des sich bildenden Farbstoff-Protein-Kompiexes ist uber 
einen weiten Bereich konstant (Spector, 1978). 

Es wurde nach der Microassay Procedure verfahren. Dazu wurde die zu 
untersuchende Proteinlosung auf ein Volumen von 0,8 ml gebracht. in der sich weniger 
als 20 pg Protein befanden. Zu diesen 0,8 mi Proteinlosung wurden 0,2 ml Dye 
Reagent Concetrate (BioRad) gegeben und gut gemischt. Nach 10 Minuten wurde die 
optische Dichte bei 595 nm gegen den Blindwert gemessen. Auf die gleiche Weise 
wurde mit y-Globulin (Rinderplasma) eine Eichkurve erstellt. aus der dann die 
unbekannte Proteinkonzentration bestimmt wurde. 
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2.6.4 Alanin Dehydrogenase Assays 



2.6.4.1 Qualititativer Assay 



Der qualitative Nachweis der AlaDH beruht auf einer Reihe von Redoxreaktionen. 
gemali folgendem Reaktionsschema (Inagaki ef a/., 1986; Andersen ef a/., 1992) : 



Das violette Endprodukt ist hierbei sehr gut mit dem bloBen Auge zu erkennen. Dieser 
Assay wurde einerseits zum schnellen Screening von FPLC-Fraktionen und 
andererseits zur Demonstration von AlaDH-Aktivitat in nativen Proteingeien benutzt. 

Basis dieses Assay ist ein Reaktionsmix bestehend aus 1/2 Vol. 0,5 M Glycin KOH. 
pH 10.2 und je 1/8 Vol. 0,5 M L-Alanin. 6,25 mM NAD+, 2.4 mM NBT und 
0,64 mM PMS. 

Zur Analyse von Proteinfraktionen wurde der Substratmix 1:1 mit der zu testenden 
Losung versetzt Native Gele wurden nach der Elektrophorese direkt in 10 ml 
Substratmix inkubiert. 

Eine positive Reaktion ist nach spatestens 5 min zu erkennen. 



L- Alanin 



AlaDH 




4 



Pyruvat 



Abb. 2,4 : Prinzip des Alanin Dehydrogenase - Assays 
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2.6.4.2 Semiquantitatlver Assay 

Dieser Assay wurde zur Untersuchung von AlaDH-Aktivitaten in Mykobakterien 
verwendet. 

Die Mykobakterien wurden auf Lowenstein-Medium angezogen. Mit der Innpfose 
wurden Bakterien von den Schragagar-Rohrchen abgenommen. in Wasser 
resuspendiert und auf eine Trubung aquivalent zu einem McFarland Standard Nr.5 
eingestellt. Zur Trennung von Zellaggregaten v\/urden die Suspensionen fur 10 min im 
Ultraschallbad behandelt. 

Anschlieliend wurden die Zellen 1:1 mit Reaktionsmix (siehe 2.6.4.1) versetzt und 
10 min bei RT inkubiert. Nach zweimlnutiger Zentrifugation bei 20.000 g wurde die 
Absorption des Oberstandes gegen den Blindwert gemessen. 

Als Referenzmessung diente ein Ansatz. dem kein L-AIanin zugesetzt war. 

Eine Absorptionsanderung von einer Einheit pro Minute in diesem Test entspricht 
etwa einer Absorptionsanderung von drei Einheiten pro Minute beim quantitativen 
Assay (Messung bei 340 nm, siehe 2.6.4.3). 

2.6.4.3 Quantitativer Assay 

Bei diesem Assay wurde direkt die quantitative Anderung des NADH-Gehaltes bei 
340 nm gemessen. 

Die Standardreaktionsansatze hatten ein Volumen von 1 ml. Die Zusammensetzung 
ist in Tab. 2.7 gezeigt. Die Absorption wurde uber 10 min hinweg bei 37°C und 340 nm 
verfolgt. Der Extinktionskoeffizient s von NADH betragt bei 340 nm 6.22 x 10® cm^/moL 

Die Standardansatze wurden zur Bestimmung der biochemischen Eigenschaften des 
Enzyms wie jeweils im Text angegeben variiert. Jeder dargestellte MeSpunkt stellt den 
Mittelwert aus mindestens zwei, in der Regel aber drei, unabhangigen Messungen dar. 



40 



Materialien und Methoden 



Eine AlaDH-Einheit ist als die Enzymmenge definiert. die in einer Minute die Bildung 
on 1 pmol NADH in der oxidativen Desaminierung katalysiert. 

Tab. 2. 7 : Zusammensetzung des quantitativen AlaDH-Assays 

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die oxidative Desaminierung Ist 

links, die fOr die reduktive Aminierung rechts gezeigt. 



Oxidative Desaminierung 


Reduktive Aminierung 


125 mM Glycin-KOH. pH 10.2 


1 MNH4CI/NH4OH. pH 7 A 


100 mM L-AIanin 


20 mM Pyruvat 


1,25 mM NAD* 


0.5 mM NADH 



2.6.5 Densitometrie 

Densitometrie wurde benutzt urn eine Quantifizierung des Expressionslevels der 
AlaDH zu machen. Desweiteren wurden hiermit die Signale der Epitopkartierung 
quantifiziert und ins Verhaltnis zueinander gesetzt. 

Die Durchfuhrung erfolgte mit einem Personal Densitometer (Molecular Dynanriics) mit 
der Software Image Quant (Molecular Dynamics). 

2.6.6 Amlno-terminale Proteinsequenzierung 

Die Lfisung mit dem zu analysierenden Protein wurde elel<trophoretisch aufgetrennt 
(2.6.1.1), auf eine Immobilon™ PVDF-Membran (Millipore) geblottet (2.8.1) und mit 
Coomassie Brilliant Blue (0.29 g Coomassie Brilliant Blue R250 in 250 ml 25% Ethanol. 
8% Essigsaure, 67% Wasser) gerade solange angefarbt, bis die Proteinbanden zu 
erkennen waren (etwa 1-5 min). Die gesuchte(n) Bande(n) wurde(n) ausgeschnitten, 
zwelmal fur je 10 min mit 20 mi Wasser gewaschen und zur Sequenzierung gegeben. 
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Die amino-terminalen Proteinsequenzierungen wurden von Frau Rita Getzlaff und 
Herrn Dr. Michael Kieli (beide GBF, Braunschweig) an einem Proteinsequencer 473A 
von Applied Biosystems durchgefClhrt. 

2.6.7 Proteinaufrelnigung 
2.6.7.1 Hitzedenaturierung 

Der lesliche Zellextrakt wurde in einem Wasserbad fur 30 min be! BCC inkubiert. 
AnschlieBend wurde fur 45 min bei 35.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Oberstand 
wurde weiterverarbeitet. 

2.6.7.2 FPLC 
2.6.7.2.1 Anionenaustauscher-Chromatographie 

Als Anionenaustauschermaterial diente Q-Sepharose HP (Pharmacia). Dieses 
Material besteht aus relativ kleinen und homogenen Partikeln. und zeigt deshalb eine 
gute Auflosung bei gleichzeitig hoher Kapazitat. Die Saule wurde wie vom Hersteller 
ausgewiesen nach jedem Lauf regeneriert. 

Als Auftragspufferfungierte 20 mM Tris HCI, pH 8,1, als Elutionspuffer derselbe Puffer 

plus 1 M KCI. 

2.6.7.2.2 Affinitatschromatographie 

Benutzt wurde Blue Sepharose CL-6B (Pharmacia). Dieses Material tragi als 
funktionelle Gruppe den Farbstoff Cibacron Blue F3G-A (Bohme et a/., 1972). Dieser 
Farbstoff hat v.a. Affinitat zu Enzymen die Adenin-enthaltende Cofaktoren benotigen. 
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aber auch zu einigen anderen Proteinen wie z.B. Albumin oder Interferon, fur die die 
genaue Wechselwirkung mit dem Farbstoff nicht bekannt ist (Haff & Easterday, 1992). 

Das lyophilisierte Tr§germateriai wurde vor dem ersten Benutzen in MilliQ-Wasser 
gequellt und nach jedem Lauf wie vom Hersteller angegeben regeneriert. 

Benutzt wurde das gleiche Puffersystem wie be! der Anionenaustausciier- 
Chromatographie. 

2.7 DNA-Methoden 
2.7.1 Transformation 

Die Herstellung der kompetenten Zellen und die Elektroporation erfolgte nach den 
Angaben des Herstellers des E.coli Pulsers (BioRad). 

2.7.1.1 Herstellung kompetenter Zellen 

Eine Obernachtkuitur wurde am darauffolgenden Tag auf eine Aeoo von 0,1 verdunnt 
und bis zu einer Aeoo von 0,6 weitergeschuttelt. Die Ernte der Zellen erfolgte durch 
15 minutige Zentrifugation be! 4.000 g und 4°C in vorgekuhlten Zentrifugenbechern. Die 
Zellen wurden zweimal mit Wasser gewaschen und erneut wie beschrieben 
zentrifugiert. Danach erfolgte ein Waschschritt in 10% Glycerin (1/50 des 
Ursprungsvolumen). 

Zuletzt wurden die Zellen in 1/500 des Ursprungsvolumen 10% Glycerin 
aufgenommen. Die Konzentration der Zellen betragt hierbei etwa 3 x lO^o Zellen/ml. 
Diese Suspension wurde aliquotiert (40 pi) und sofort in flQssigem Stickstoff 
schockgefroren. Die Zellen sind auf diese Weise be! -70°C mehrere Monate in 
kompetentem Zustand haltbar. 

Alle FIQssigkeiten die zu diesen Schritten benutzt wurden waren auf 4°C vorgekOhlt. 
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2.7.1.2 Elektroporation 

40 \j\ der aufgetauten kompetenten Zellen wurden mit 2 pi DNA (0,5-1 pg) gemischt 
und auf Eis eine Minute inkubiert. Danach wurden sie auf den Boden einer 
0,2 cm ElektroporationskQvette pipettiert. Es erfolgte ein einzelner StromstoB (E.coli 
Pulser, BioRad) von 12,5 kV/cm (2.5 kV, 200 Ohm, 25 pF). Sofort nach dem StromstoS 
wurde 1 ml SOC-Medium in die KQvette gegeben um die Zellen zu resuspendieren. 
Nach einstundlger Inkubation be! 30 bzw. 37°C O'e nach Eigenschaften von Stamm und 
Plasmid; siehe 2.1.1.1) w/urden die Zellen auf Selektivmedium ausplattiert. 

2.7.2 Plasmid-Gewinnung (Miniprep) 
2.7.2.1 Standardmethode 

Diese Methode beruht im wesentlichen auf dem gangigen Verfahren zur Isolation von 
Plasmid-DNA (Sambrook etal., 1989). 

1.5 ml einer Qbemachtkultur v^urden in ein EppendorfgefaS uberfuhrt und fur 
5 Minuten be! 20.000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pi 25 mM Tris base, 
pH 8,0, 50 mM Glucose, 10 mM EDTA aufgenommen und fQr 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieliend wurden 200 pi 0,2 M NaOH, 1% SDS 
zugegeben, stark geschuttelt und fur 5 Minuten auf Els inkubiert. Nach der Zugabe von 
150 pi 3 M Natrium-Acetat, pH 4.8 wurde kurz gevortext und nochmals 5 Minuten auf 
Eis inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fOr 10 Minuten bei 20.000 g. Der 
resultierende Oberstand wurde mit dem doppelten Volumen Ethanol versetzt, 
30 Minuten bei -20*C inkubiert und erneut fur 10 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert. Das 
Pellet wurde in 100 pi 0,1 M Natrium-Acetat. 50 mM Tris base. pH 8.0 resuspendiert 
und anschlieBend nochmals auf die gleiche Welse mit Ethanol gefSllt, zentrifugiert und 
getrocknet. Am Ende wurde das Pellets in 20 pi TE aufgenommen. 
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2.7.2.2 Jetstar 

Alternativ wurden Minipreps mit Komponenten des Jetstar Kits (Genomed) 
durchgefuhrt. Der Vorteil hierbei ist, daft die Plasmidpraparationen direkt fur die 
automatische DNA-Sequenzierung (2.7.11) geeignet sind. 

Die Zellen wurden wie be! der Standardmethode (2.7.2.1) geerntet und dann in 0,4 ml 
Solution E1 (50 mM Tris HCI. pH8.0. 10 mM EDTA. 100 |jg/ml RNase) aufgenommen. 
Nach der Zugabe von 0,4 ml Solution E2 (200 mM NaOH. 1,0% SDS) wurde kurz 
geschuttelt und dann fur 5 min be! RT inkubiert. AnschlieBend wurde 0,4 ml 
Solution E3 zugegeben (3.2 M Kalium-Acetat, Essigsaure, pH 5,5) und nochmals kurz 
geschOttelt. Die L6sung wurde sodann fur 10 min bei RT und 20.000 g abzentrifugiert. 
Der resultierende Oberstand wurde mit 0.7 Vol. Isopropanol prazipitiert und fur 30 min 
bei 4°C und 20.000 g erneut abzentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde mit 70 % 
Ethanol gewaschen und anschlieRend getrocknet. Am Ende wurde es wie bei der 
Standardmethode in TE aufgenommen. 

2.7.3 Ethanol-Fallung von DNA 

Der zu fallenden DNA-L6sung wurde 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat, pH 4.8 und 
2 Volumen Ethanol z.A. zugesetzt. Danach wurde kurz gevortext und fOr 10 min auf Eis 
inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fur 30 min bei 20.000 g und RT. Das Pellet 
wurde mit 70% EtOH gewaschen, 10 min in der Speed Vac getrocknet und ]e nach 
Bedarf in einem geeigneten Puffer oder Wasser aufgenommen. 
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2.7.4 Restriktionsverdau von DNA 



Die Verwendung samtlicher Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den Angaben 
der Hersteller. Das Reaktionsvolumen betrug in der Regel 20 pi. bei groSeren Ansatzen 
100 pi. 

Benutzt wurden Restriktionsenzyme von New England Biolabs und Boehringer 
Mannheim. 



Um Proteine aus DNA-Praparationen zu entfernen. beispielsweise zur Abtrennung 
von Restriktionsenzymen vor der Ligation, wurde die Losung mit dem gleichen 
Volumen Phenol versetzt und fur 15 sec gevortext. Nach einer 15 minutigen 
Zentrifugation bei 20.000 g und RT wurde die wassrige Phase abgetrennt und 
nochmals mit Phenol versetzt. Nach erneuter Zentrifugation wurde die DNA einer 
Ethanol-Fallung (2.7.3) unterzogen. 



Ligationen wurden durchwegs in einem Volumen von 20 pi durchgefuhrt. Der Ansatz 
beinhaltete 20 fmol des Vektors. 60 fmol des Inserts, 1 U T4-DNA-Ligase, Ligase-Puffer 
und 0,5 mM ATP (alies Boehringer Mannheim). Die Ligation erfolgte 1 Stunde bei 
Raumtemperatur und dann ON bei le'^C. 



2.7.5 Abtrennung von Proteinen aus DNA-Losungen 




2.7.6 Ligation 




2.7.7 Elektrophorese von DNA 



Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte, je nach GroBe der Fragmente, 
in 0.5 - 2 % Agarose-Gelen. Als Puffer wurde TBE verwendet. 
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Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen 1:5 mit Laufpuffer (0,25% 
Bromphenolblau, 0.25% Xylencyanol FF, 15% Ficoll-Typ 400) und 1:10 mit SYBR- 
Green (0,2% SYBR™ Green I (MoBiTec) in DMSO) versetzt. Dem Farbstoff wurde zehn 
Minuten Zeit gegeben urn in die DNA zu interkalieren. Die angelegte Spannung betrug 
81 V. 

Als Gelkammem wurden eine Wide Mini-Sub™ Cell (BioRad) und ein DNA Pocket- 
Bloc UV (BlOzym Diagnostik) verwendet. 

2.7.8 Gewinnung von mykobakterieller DNA 

Die Mykobakterien wurden auf L6wenstein-Medium angezogen. Eine Impfose voll 
Bakterien wurde dem Schragagar-Rohrchen entnommen und in 0,5 ml TE 
resuspendiert. Nach der Zugabe von 0,5 ml Glasperlen (150-212 microns, Sigma) 
^urde 10 min be! SOX inkubiert. Zum AufschluB der Bakterien wurde die Suspension 
for eine Minute in einem Mini-Bead Beater (Biospec Products) bei hochster Leistung 
behandelt. 

Der Gberstand kann nun direkt in die PGR eingesetzt werden. 

2.7.9 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Die zu eluierende Bande wurde mit einem Skalpell aus einem DNA-Gel (2.7.4) 
ausgeschnitten. 

Fur die weiteren Schritte wurde das QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) benutzt. 
v/erfahren wurde nach den Angaben des Herstellers. 
Die Ausbeute der Elution wurde auf einem Agarosegel kontrolliert. 
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2.7.10 PGR 

Hierzu wurde der GeneAmp® PGR Kit (Perkin Elmer) benutzt. Es wurde 
weitestgehendst nach den Angaben des Herstellers verfahren. 
Das Reaktionsvolumen betrug 100 pi. Im Ansatz waren enthalten : 

. lOmM Tris-HGI, pH 8,3 
. 50 mM KCI 

.je 200 pMjedesdNTP's 

• 2.5 Units AmpHTaq® DNA Polymerase 

• ]e 1 pM jedes Primers 

• 1,5 - 3 mM MgGl2 (genaue Konzentrationen sind jeweils im Text angegeben) 

• 1-2 pg chromosomale bzw. 50 - 100 ng Plasmid-DNA Oder DNA einer 
vorhergehenden PGR 

Gefahren wurden stets 40 Zyklen mit der Abfolge : 

melting 1-2 min 96X 

annealing 1-2 min abhangig von den Primern 

extension 3 min 72°C 

Die genauen Bedingungen sind jeweils angegeben. 

2.7.11 DNA-Sequenzierung 

Benutzt wurde der ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Kit (Perkin Elmer). Es handelt sich hierbei um einen PGR-Sequenzierungskit. 

Der Sequenzierungsansatz wurde wie vom Hersteller angegeben hergestellt. 
Gefahren wurden 30 Zyklen gemaS der Abfolge : 
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melting 1 5 sec 96**C 

annealing 15 sec abhangig vom Primer 

extension 4 min eo^'C 

Nach der Sequenzierungsreaktion wurde der komplette Ansatz einer Ethanol-Follung 
unterzogen (siehe 2.7.3) und anschlieSend in 3 pi Formamid. 25 mM EDTA (5:1) 
aufgenomnnen. 

Sequenziert wurde an einem 373A DNA Sequencer (Applied Biosystems). 
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Desweiteren wurden mit dem selben Testsystem 
mykobakterieller Antigene OberprOft (Tab. 2.2). 

A,, diese Stamme zeigten ebenfalls keine erhoh.en Oberlebensraten im Vergleich zu 
den ieweiligen Kon.ro,ls«mmen. Bel den meis.en StSmmen war hiervon auoh 
auszugehen, da as sich um rela.iv gu, charakterisierte Hiteeschookproteine handelt. 

3.5 Die Verbreitung der AUnin Dehydrogenase innerha.b der MykobaMerien 

Sowohl auf Gen-, als auch auf Pro.einebene, sollte als naohs.es untersucht werden. 
in welchen Mykobakterien e.ne Alanin Dehydrogenase vorhanden ist. Ausgehend von 
der Vir^lenz war hierbei die Fragas.eil.ng, ob die AlaDH-Ak.ivi«, mit dieser Eigenschaf. 
korreliert. 

3.5.1 In vivo AlaDH-Aktivitat 

Da AlaDH-Aktivitm in der Mikrobenwe« eher die Ausnahme als die Kegel dars.em, 
war es In.eressant zu hln.erfragen, ob dieses Enzym Innerhalb der Mykobakterien 
ubl<,ul«r 1st, Oder ob es auf bestimm.e Spezles und Stan,n.e beschrSnk, ist. Dadurch 
kennen dann wiederum ROckschlOsse auf Fragen gezogen werden w,e : 

Haben AlaDH produzierende Stamme Gen^einsamkelten In der Lebenswelse 7 
^ induzler. elne bestlmmt Wachstumswelse Oder - phase die AlaDH-Produktlon ? 
"-^ Wie erfolgt die Regulation der AlaDH ? 

^ Kannen andere Stof^-echselwege die von der AlaDH katalysierte Reaktlon 

ersetzen ? 

^ Welchen Phanotyp mussten AlaDH Mutanten zeigen ? 
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es warden deshalb a„e verfQgbaren S.amme auf Produkticn von AlaDH-AMivi.m hin 
.tersueh. Das Repertcir umfasste insgasam. 44 mykcbakterielle Smmme. die 29 
=.ohledene Spezies reprSsentieren. Zudem wurden die beiden mi, den 
^ykobaKterien eng ve^andten S«mme Nocard/a es,ero,,es und Rhodococc. a,., 

etestet. 

Um die im Testsystem gemessenen Ak.ivi.«en miteinander verglaichen zu konnen, 
.urden aile Bakteriensuspansionen auf eine Dich.e einges.all., die dar TrObung eines 
.cFarland Standards Nr.5 entspricht. Die S«mnna befanden sich zum Zeitpunk, dar 
^flessung in der spStan exponantiellen Phase. 

Naben der AlaDH-Massung wurde auoh aine Massung durchgafOhrt, be, der ,m 
,eak.icnsansa.z L-Alanin fehlta. Die Ak.™t« dieses AnsaUes is, ain Maa for andera 
Parana, ablaufande NAD^-redoziarende Prozasse. Die Diffarenz zwischen diesem 
Ansafz und dem StandardansaU antsprich, der Netto-AiaDH-Ak,ivi,a, (iA..5-Wert). 

Gemaa dar gemassen Ak«vi,«en lassen sich die un.arsuoh.en Stamma in dre, 
Gruppan ain,eilen. Die arsfe Gruppe is, die der sUrk-positiven Stamme (Tab.3.11). In 
diasar Gruppe sind dia S.amma zusammangefass,, dia eine AlaDH-AktWa. von mehr 
als 0,5 AA595-Bnhaitan im benuuen Tastsystem aufweisan. 

Tab 3.11 : StBmmB mit siark-positiver AlaDH-AktivitSt 
Die DurchfOhrung dieses Assays 1st In 2.6.4.2 beschrleben. 



Stamm 


AlaDH-Aktivitat [AA595I 


M.marinum 3 


2.327 


M.chelonae 7 


1,842 


M. microti 1 


0.919 


MAubercuiosis H37Rv 


0.592 
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Als stark-postiv klassif.ziert warden die beiden fur Fische pathogenen Stamme 
M.chelonae und M.marlnum, sowie die beiden ebenfalls pathogenen Stamme M.microti 
und M.tuberculosis H37Rv. letzteres ein virulenter Tuberkulose-Referenzstamm. 

Die zweite Gruppe. die der maBig-positiven StSmme. umfasst jene mit einer Aktiv.tat 
zwischen 0.1 und 0.5 AAggs-Einheiten (Tab.3.12). 

Tab.3.12 : Stamme mit maRig-positiverAlaDH-Aktivimt 
Die DurchfQhrung dieses Assays ist in 2.6.4.2 beschrieben. 



Stamm 



M.smegmatis 3 



AlaDH-Aktlvitat 
[AAsssl 

0,375 



M.ulcerus 1 



0.369 



M.africanum 1 



0.287 



M.tuberculosis ^^8 



0.210 



M.tuberculosis 145 
M.intracellulare 1 



0.190 
0.155 



Stamm 



M.tuberculosis A9 



AlaDH-Aktivitat 
IAA595I 

0.138 



M.tuberculosis 130 



0.118 



M.smegmatis 1 



0,116 



M.tuberculosis 132 



0.111 



M.tuberculosis 146 
M.tuberculosis 1 



0.111 
0.110 



In dieser Gruppe finden sich. auBer M.smegmatis. nur pathogene. klinische Isolate 
von M.tuberculosis und anderen Mykobakterien wieder. Beide getesteten Stamme von 
M.smegmatis zeigen jedoch auch sehr hohe NAD^-reduzierende Aktivitaten in 
Abwesenheit von L-Alanin. Es ist an dieser Stelle noch vy/ichtig zu erwahnen. daB der 
Stamm M.smegmatis 1-2c (ein Derivat von M.smegmatis mc26; Zhang et a!., 1991; 
Garbe et a!., 1994; von Dr. Peadar 6 Gaora. St.Mary's Hospital. London), ein Stamm 
for genetische Arbeiten in Mykobakterien. keine AlaDH-Aktivitat zeigt. aber ebenfalls 
Qber eine hohe Hintergrundaktivitat verfugt. 



0 
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In der letzten Gruppe schlieBlich sind alle Stamme aufgefuhrt, die als fur AlaDH- 
ktivitat negativ befunden warden, d.h. die eine Aktivitat von weniger als 0.1 AA595- 
inheiten aufweisen (Tab.3.13). 

Tab.3.13 : Stamme ohne AlaDH-Aktivitat 
Die Durchfuhrung dieses Assays ist in 2.6.4.2 beschrieben. 

Stamm 



Stamm 

N.asteroides 1 
M.fJavescens 1 



AlaDH-Aktivitat 
[AA595I 

0.048 

0,042 



MAuberculosis H37Ra 



M.asiaticum 1 



M.bovis BCG 2 



MJufu 1 



R.equi 1 



M.bovis 3 



M,scrofulaceum 1 



M.intracellulare 5 



MAhermosresistibile 1 



M. avium 1 



M.triviale 1 



0.032 



M.nonchromogenium 1 0.026 



M.fortuitum 0.022 



0.021 



0,013 



0.013 



0.011 



0.010 



0.009 



0.007 



0.006 



0.002 



0.002 



M.bovis BCG 4 
MAerrae 2 



AlaDH-Aktivitat 
[AA595I 

0.001 

0,001 



MAuberculosis 60 



MAuberculosis 163 



M.gastri 1 



M.gordonae 3 



M,kansasii^ 



M,parafortuitum 1 



M.pengrinum 1 



M.phlei 1 



M.phlei 4 



M.scrofulaceum 8 



M.simiae 1 



M.vaccae 3 



M.xer)opi 7 



Dlese weitaus groSte Gruppe umfaBt vor allem opportunistische und nicht-pathogene 
Stamme. sowie die beiden mit den Mykobakterien verwandten Stamme Nocardia 
asteroides und Rhodococcus equi. Ausnahme waren zwei klinische Tuberkulose- 
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Isolate, sowie der Erreger der Rinder-Tb, M.bovis, aber auch die beiden untersuchten 
Impfstamme von M.bovis BCG. 

Eine graphische Darstellung der AlaDH-Aktivitaten ist in Abb. 3.16 nach 
phylogenetischen Gesichtspunkten geordnet wiedergegeben. 



< 




MJuberculosls Complex 



MAIS comp;ex 



M.tenae verwandte 
Complex Stfimme 



hAJortuitum verwandte 
Complex StSmme 



langsam wrachsende Stfimme 



schnel) wachsende nichl>myt(Obakterielie 
Sifimme StSmme 



Abb. 3. 16 : AlaDH-Aktivitat im Reich der Mykobakterien 

Die genaue Bezeichnung der einzelnen Stamme ist in Tab. 2.3 wiedergegeben. Die 
Angaben schnell wachsend bzw. langsam wachsend durfen nicht streng genommen 
werden, sondern stellen vielmehr eine Tendenz innerhalb der gezeigten Gruppen dar. 



Zusammenfassend laRt sich die Verbreitung von AlaDH-Aktivitat innerhalb der Welt 
der Mykobakterien so beschreiben : 



® Die mit Abstand hochste Aktivitat zeigen die beiden fur Fische pathogenen Stamme 
M.chelonae und M.marinum. 



S Innerhalb der Stamme von M.luberculosis ist eine Tendenz vorhanden. nach der mit 
bnehmender VirtJlenz auch die AlaDH-Aktivitat abnimmt (H37Rv > klinische Isolate > 



H37Ra) 



D Alle als positiv klassifizierten Stamme sind virulent. Einzige Ausnahme ist 
M.smegmatis, das aber anhand seiner hohen Hintergrundaktivitat leicht zu 
unterscheiden ist. 

® Nicht alle virulenten Stamme sind AlaDH positiv. 

® M.tuberculcsis laRt sich mittels AlaDH-Aktivitat vom Impfstamm M.bovis BCG 
unterscheiden. 

3.5.2 Das Gen fiir die Alamn Dehydrogenase 
3.5.2.1 Die ersten PCR-Fragmente 

Nachdem nun die AlaDH-Aktivitaten innerhalb der verschiedenen Stamme 
quantifiziert v^orden waren. stellte sich als nSchstes die Frage. v^arum einige Stamme 
das Enzym produzieren. andere aber nicht. Auch das AusmaB der Expression 
unterscheidet sich selbst zwischen eng verwandten Arten teilweise deutlich. 

Das Fehlen melibarer Aktivitat kann bis zu einem gewissen Grad eine Erklarung darin 
finden. daB sich nicht alle Stamme in der exakt selben Wachstumsphase befanden. da 
es sehr schwer ist alle Stamme parallel, im gleichen Stadium befindlich anzuziehen. 
Aber das Ausbleiben von Aktivitat konnte auch einen Grund darin haben. daS sich 
genetische Anderungen auf die Expression des Gens auswirken. Diese Anderungen 
kennten im kodierenden oder im regulatorischen Bereich aufgetreten sein. 

Um diese Tatsache zu Oberprufen v.urde versucht das AlaDH-Gen aus verschiedenen 
Stammen mittels PCR ganz oder teilweise zu amplifizieren. Als Primer dienten hierzu 
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auf der Sequenz von M.tuberculosis H37R. basierende Oligonukleotide (Andersen et 
a/., 1992; siehe Abschnitt 2.2.2. Tab. 2.5). 

Die zum Nachweis der AlaDH venA^endeten Primerpaare. die jeweils zu erwartende 
Lange der Produkte und die jeweils benutzten Annea//ng-Temperaturen der PGR sind 
in Tab. 3.14 zusammengefasst. 

Tab.3.14 : Primerpaare zurDetektion der AlaDH in Myi<obaktenen 
Die Sequenzen der Primer sind in Tab. 2.5 wiedergegeben. 



Bezeichnung 

Annabel 
Beatrice 



Primer #1 
AlaDH-FI 
AlaDH-F1 



Primer#2 

AiaDH-RM 
AlaDH-R2 



Produkt 

433 bp 
1102 bp 



Claudette 



AlaDH-FI 



AlaDH-R3 



1120 bp 



D6sir6e 



AlaDH-FI 



AlaDH-R6 



1072 bp 



Eleonore 



AlaDH-FI + 



AlaDH-RI 



Francoise 



AlaDH-F1+ 



AIaDH-R2 



1099 bp 
1117 bp 



Giselle 



AlaDH-F2 



AlaDH-R7 



757 bp 



Helen 



AlaDH-F4 



AlaDH-RM 



1080 bp 



Isabella 



AIaDH-F4 



AlaDH-R6 



1050 bp 



Jeanette 
Karen 



AIaDH-F5 
AlaDH-F5 



AlaDH-RI 
AlaDH-R4 



507 bp 
834 bp 



Larissa 



A!aDH-F6 



AlaDH-R4 



786 bp 



Melanie 



AlaDH.F6 



AlaDH-R5 



405 bp 



Temperatur 

65X 
45«C 



55X 



45'C 



55*C 



50''C 



35°C 



55X 



55'C 



45'"C 
45''C 



55"'C 



55''C 



Die ersten Versuche das Gen fOr die AlaDH in verschiedenen mykobakteriellen 
Spezies zu detektieren erfolgte mit dem Primerpaar Annabel. Das hierbei erhaltene 
Ergebnis war einigermalien Qberraschend. Alle StSmme des M.tuberculosis Complex 
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zeigten das erwartete Fragment von 433 bp. Daruber hinaus war bei all diesen 
Stammen ein zusatzliches Fragment von etwa 900 bp amplifiziert worden (Abb.3.17). 



123456789 10 




900 bp 
433 bp 



Abb. 3,17: PCR verschiedener Stem me mit dem Primerpaar Annabel. 

Gefahren wurden bei diesen PCR's jeweils 40 Zyklen mit der Abfolge : melting 2 min bei 
96**C. annealing 2 min bei 65"C und extension 3 min bei 72*'C. Die MgCl2-Konzentration 
betrug 1,5 mM. 



Bahn 1 : M.tuberculosis H37Rv 
Bahn 2 : M.tuberculosis H37Ra 
Bahn 3 : M.tuberculosis 1 
Bahn 4 : M.bovis 3 
Bahn 5 : M.bovis BCG 2 



Bahn 6 : M.bovis BCG 4 
Bahn 7 : M.africanum 1 
Bahn 8 : M.microti 1 
Bahn 9 : M.marinum 3 
Bahn 10 : M.chelonae 7 



Wis sich herausstellen sollte, war dieses zv^eite Fragment ebenfalls ein Teil des 
AlaDH-Gens, das durch Aniagerung des Primers AlaDH-RM an einer welter C-terminal 
gelegenen Stelle entstanden ist. Durch Erhohung der A/inea/Zng-Temperatur bei der 
PCR von 65 auf 69X konnte dieses zweite Fragment unterdruckt werden (siehe 
Abb. 3.18, Bahn 2 und 3). 

Das eigentlich erstaunliche war jedoch das Erscheinen des amplifizierten Fragments 
in alien Stammen des MAuberculosis Complex, unabhangig vom Vorhandensein von 
AlaDH-Aktivitat. 
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Auch bei einigen anderen Stammen konnte mit dem Primerpaar Annabel eines oder 
mehrere Fragmente amplifiziert werden. Allerdings waren die amplifizierten Banden 
meist nicht besonders stark, so daB sie in Anbetracht der 40 PCR-Zyklen ais 
Hintergrund betrachtet werden konnen. Es handelt sich vermutlich um schwache 
unspeziflsche Reaktionen. Jedoch ist auch nicht auszuschliessen, dali aufgrund 
mangelnder Homologie zwischen den verschiedenen Spezies die PCR-Primer nicht 
optimal an die Zielsequenz binden konnten. 

Die beiden fischpathogenen Stamme mit starker AlaDH-Aktivitat, M.marinum und 
M.chelonae, zeigten bei der PGR mit dem Primerpaar Annabel ein deutlich 
unterschiedliches Verhalten. WShrend M.marinum ein Produkt von etwa 540 bp lieferte, 
war bei den gewahlten Bedingungen mit dem Primerpaar /Annate/ bei M.chelonae kein 
Fragment zu erhalten (Abb. 3.17. Bahn 9 und 10). 



3.5.2.2 Das AlaDH-Gen des M.tuberculosis Complex 

Da die Prasenz des Gens fur die AlaDH nun in alien Stammen des M.tuberculosis 
Complex nachgewiesen worden war. stellte sich die Frage, wie man sich die 
Diskrepanz zu den gemessenen Aktivitaten erklaren sollte. 

Aus diesem Grunde wurde damit begonnen groBere Fragmente des Gens zu 
amplifizieren. Aus M.tuberculosis H37Rv konnten alle in Tab. 3.15 aufgefuhrten 
Fragmente amplifiziert werden (ein Teil dieser Fragmente ist in Abb. 3.18 gezeigt). Von 
den anderen Stammen des M.tuberculosis Complex sind ebenfalls alle PCR- 
Reaktionen aus Tab. 3.15 die ausprobiert wurden, positiv verlaufen. Es wurde jedoch 
nicht mit jedem Stamm jede Reaktion nachvollzogen. 
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2.036 bp ^ 
1.636 bp 

1.018 bp ^ 
517/506 bp ^ 



Abb, 3.18 : PCR-Produkte des Stammes MJuberculosis H37Rv 

Gefahren wurden bei diesen PCR's jeweils 40 Zyklen wie in Abb. 3.17 
angegeben. Die annea//ng-Temperaturen sind. mit Ausnahme von Bahn 2 
und 3. in Tab. 3.14 wiedergegeben. Die MgCla-Konzentration beim Primerpaar 
Annabel betrug 1.5 mM. die aller snderen Reaktionen 3 mM. 



Bahn 1 : KBL 
Bahn 2 : Annabel, 65"C 
Bahn 3 : Annabel, 69"C 
Bahn 4 : D6sir6e 
Bahn 5 : Eleonore 
Bahn 6 : Francoise 



Bahn 7 : Giselle 
Bahn 8 : Helen 
Bahn 9 : Isabelle 
Bahn 10 : Larissa 
Bahn 11 : Melanie 
Bahn 12: KBL 



Der von alien Stammen des M. tuberculosis Complex ampliflzierte Bereich unnfasst 
1260 bp. Er beinhaltet den kompletten kodierenden Abschnitt fur die AlaDH, sowie 
weitere 75 bp upstream und 63 bp downstream, Dieser Bereich wurde von alien 
Stammen des M. tuberculosis Complex komplett durchsequenziert (Abb. 3.19). Lediglich 
bei den letzten etwa 20 Basen schleichen sich Ungenauigkeiten ein. Der komplette 
restliche Bereich ist jedoch durch mehrfache Sequenzierungen abgesichert. 

Es ist festzustellen, daS samtliche Sequenzen bis auf drei Stellen komplett mit der 
publizierten Sequenz der AlaDH des XAA65-Klons (Andersen et ai, 1992) identisch 
sind. 
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4 0kD -60 ATCTTGCAGA TTAATCGAAC TT7CTTCACA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

Tubl -60 ATCTTGCAGA TTAJ^TCGAAC TTTCTTCACA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

H3 7RV -60 ATCTTGCAGA TTAATCGAAC TTTCTTCATA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

H37Ra -60 ATCTTGCAGA TTAATCGAAC TTTCTTCATA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

BCG4 -60 ATCTTGCAGA TTAATCGAAC TTTCTTCACA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

BCG2 -60 ATCTTGCAGA TTAATCGAAC TTTCTTCACA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

Bov3 -60 ATCTTGCAGA TTAATCGAAC TTTCTTCACA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

Afrl -60 ATCTTGCAGA TTAJVTCGAJ^C TTTCTTCACA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 

Micl -60 ATCTTGCAGA TTAATCGAAC TTTCTTCACA CTGAAGCGTA CAGTATCGAG AGGGGTAATC -1 



Start 

4 OkD 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAGACCAAA AACAACGAAT TCCAATTCCG GGTGGCCATC 6 0 

Tubl 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAa^CCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 60 

H3 7Rv 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAGACCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 6 0 

H37Ra 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAa^iCCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 60 

BCG4 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAa^^CCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 60 

BCG2 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAGACCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 6 0 

BOV3 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAGACCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 60 

Afrl 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAa^;.CCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 6 0 

Micl 1 ATGCGCGTCG GTATTCCGAC CGAGACCAAA AACAACG AATTCCG GGTGGCCATC 60 



4 OkD 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 12 0 

Tubl 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 120 

H37RV 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 120 

H37Ra 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAi^CCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 120 

BCG4 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 12 0 

BCG2 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT . CCAGGCAGGT 120 

Bov3 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 120 

Afrl 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 120 

Micl 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCC-GA ACTAACCCGT CGTGGCCATG AGGTGCTCAT CCAGGCAGGT 12 0 



4 OkD 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 180 

Tubl 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 180 

H37RV 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 18 0 

H37Ra 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 160 

BCG4 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 1?0 

BCG2 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 18 0 

Bov3 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 180 

Afrl 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 180 

Micl 121 GCCGGAGAGG GCTCGGCTAT CACCGACGCG GATTTCAAGG CGGCAGGCGC GCAACTGGTC 180 



4 OkD 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 24 0 

Tubl 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 24 0 

H37RV 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 24 0 

H37Ra 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 24 0 

BCG4 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 24 0 

BCG2 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 24 0 

Bov3 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 240 

Afrl 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 240 

Micl 181 GGCACCGCCG ACCAGGTGTG GGCCGACGCT GATTTATTGC TCAAGGTCAA AGAACCGATA 24 0 



Abb. 3.19 (1/5): Alignment des AlaDH-Gens and den flankierenden Regionen aus 
verschiedenen Stammen des M, tuberculosis Complex 
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Ergebnisse 



4 0kD 

Tubl 

H37RV 

H37Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



241 
241 
241 
241 
241 
241 
241 
241 
241 



GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 



ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 



GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACC-GG 
GCGACACGGG 



CAGATCTTGT 
CAGATCTTGT 
CAGATCTTGT 
CAGATCTTGT 
C-GATCTTGT 
C-GATCTTGT 
C-GATCTTGT 
CAGATCTTGT 
CAGATCTTGT 



TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 



GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 



300 
300 
300 
300 
300 
300 
300 
300 
300 



4 0kD 3 01 GCGTCACGTG 

Tubl 3 01 GCGTCACGTG 

H3 7RV 3 01 GCGTCACGTG 

H37Ra 3 01 GCGTCACGTG 

BCG4 3 01 GCGTCACGTG 

BCG2 3 01 GCGTCACGTG 

Bov3 3 01 GCGTCACGTG 

Afrl 3 01 GCGTCACGTG 

Micl 301 GCGTCACGTG 



CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 
CTTGCACCGA 



TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 



GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 



CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 



TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 



360 
360 
360 
360 
360 
360 
360 
360 
360 



4 0kD 361 ACCGTCCAGA 

Txibl 361 ACCGTCCAGA 

H3 7RV 361 ACCGTCCAGA 

H37Ra 3 61 ACCGTCCAGA 

BCG4 3 61 ACCGTCCAGA 

BCG2 3 61 ACCGTCCAGA 

Bov3 361 ACCGTCCAGA 

Afrl 3 61 ACCGTCCAGA 

Micl 361 ACCGTCCAGA 



CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGAAGG 
CCGCCGAAGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 



CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 



CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 



CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 



AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 



420 
420 
420 
420 
420 
420 
420 
420 
420 



40kD 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 480 

?ib? 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 480 

S?Rv \l\ SaScGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTG^ 4 0 

H5 7Ra 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 4 80 

fcoT III SaScScCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 4 80 

Iclt ill CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 4 80 

BOV3 til CGaScGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 480 

Afrl 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 4 80 

Micl 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC CTGATGCGAA CCCAAGGGGG CCGCGGTGTG 480 



4 0kD 4 81 CTGATGGGCG 

Tubl 4 81 CTGATGGGCG 

H37RV 4 81 CTGATGGGCG 

H3 7Ra 4 81 CTGATGGGCG 

BCG4 4 81 CTGATGGGCG 

BCG2 4 81 CTGATGGGCG 

Bov3 4 81 CTGATGGGCG 

Afrl 4 81 CTGATGGGCG 

Micl 4 81 CTGATGGGCG 



GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 
GGGTGCCCGG 



CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGA-ACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 



GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 



TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 



CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 



540 
540 
540 
540 
540 
540 
540 
540 
540 



Abb. 3.19 (2/5) : Alignment des AlaDH-Gens and den flankierenden Regionen aus 
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4 0kD 

Tubl 

H37RV 

H37Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Af rl 

Micl 



541 
541 
541 
541 
541 
541 
541 
541 
541 



GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 
GCCGGCTACA 



ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 
ACGCAGCCCG 



CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 
CATCGCCAAC 



GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 



CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 
CGACCGTTAC 



GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 



600 
600 
600 
600 
600 
600 
600 
600 
600 



4 0kD 

Tiibl 

H37RV 

H3 7Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



601 
601 
601 
601 
601 
601 
601 
601 
601 



ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 



ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 



GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 



GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 



GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 



CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 



660 
660 
660 
660 
660 
660 
660 
660 
660 



4 0kD 

Tubl 

H37RV 

H37Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



661 
661 
661 
661 
661 
661 
661 
661 
661 



TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 



CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 



CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 
CGAGGGTGCC 



GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 



CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 
CCGACCTGGT 



GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 



720 
720 
720 
720 
720 
720 
720 
720 
720 



4 0kD 721 GTCCTGGTGC 

Tubl 721 GTCCTGGTGC 

H37RV 721 GTCCTGGTGC 

H37Ra 721 GTCCTGGTGC 

BCG4 721 GTCCTGGTGC 

BCG2 721 GTCCTGGTGC 

Bov3 721 GTCCTGGTGC 

Afrl 721 GTCCTGGTGC 

Micl 721 GTCCTGGTGC 



CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 

CAGGCGCCAA GGCACCCAAA 



TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 

TTAGTCTCGA ATTCACTTGT 



CGCGCATATG 780 

CGCGCATATG 780 

CGCGCATATG 78 0 

CGCGCATATG 7 80 

CGCGCATATG 76 0 

CGCGCATATG 78 0 

CGCGCATATG 780 

CGCGCATATG 780 

CGCGCATATG 780 



4 0kD 

Tubl 

H37RV 

H3 7Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



781 
781 
781 
781 
781 
781 
781 
781 
781 



AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 
AAACCAGGTG 



CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 
CGGTACTGGT 



GGATATAGCC 
GGATATAGCC 
GGATATAGCC 
GGATATAGCC 
GGATATAGCC 
GGATATAGCC 
GGATATAGCC 
GGATATAGCC 
GGATATAGCC 



ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 
ATCGACCAGG 



GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 
GCGGCTGTTT 



CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 
CGAAGGCTCA 



840 
840 
840 
840 
840 
840 
840 
840 
840 



Abb. 3.19 (3/5) : Alignment des AlaDH-Gens and den flankierenden Regionen aus 
verschiedenen Stammen des M.tuberculosis Complex 
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Ergebnisse 



4 OkD 841 CGACCGACCA 

Tubl 841 CGACCGACCA 

H3 7RV 841 CGACCGACCA 

H37Ra 841 CGACCGACCA 

BCG4 841 CGACCGACCA 

BCG2 841 CGACCGACCA 

Bov3 841 CGACCGACCA 

Afrl 841 CGACCGACCA 

Hicl 841 CGACCGACCA 



CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 



CCCGACGTTC 
CCCGACC-TTC 
CCCGAC3TTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 



GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 



ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 



TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 



500 
900 
900 
SOO 
900 
900 
900 
900 
900 



4 OkD 


901 


GCGT^CATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 


Tubl 


901 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 


H37RV 


901 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 


H37Ra 


90 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 


BCG4 


90 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 


BCG2 


901 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 


Bov3 


901 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAaJ^CG 


Afrl 


901 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 


Micl 


901 


GCGAACATGC 


CCGCCTCGGT 


GCCGAAGACG 



TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 


TCGACCTACG 


CGCTGACCAA 


CGCGACGATG 


960 



4 OkD 961 CCGTATGTGC 

Tubl 961 CCGTATGTGC 

H37RV 961 CCGTATGTGC 

H3 7Ra 961 CCGTATGTGC 

BCG4 961 CCGTATGTGC 

BCG2 961 CCGTATGTGC 

Bov3 961 CCGTATGTGC 

Afrl 961 CCGTATGTGC 

Micl 961 CCGTATGTGC 



TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 
TCGAGCTTGC 



CGACCATGGC 
CGACCATGGC 
CGACCATGGC 
CGACCATGGC 
CGACCATGGC 
CGACCATGGC 
CGACCATGGC 
CGACCATGGC 
CGACCATGGC 



TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 



CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 



GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 



1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 



4 OkD 

Tubl 

H3 7RV 

H3 7Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1021 



CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAGCCAAAG 



GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 
GTCTTTCGAC 



GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 



GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 



CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 
CCGAACGGGT 



GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 



1080 
1080 
1080 
1080 
1080 
1080 
1080 
1080 
1080 



4 OkD 1081 CTGGGGGTGC 
Tubl 1081 CTGGGGGTGC 
H37RV 1081 CTGGGGGTGC 
H3 7Ra 1081 CTGGGGGTGC 
BCG4 1081 CTGGGGGTGC 
BCG2 1081 CTGGGGGTGC 
Bov3 1081 CTGGGGGTGC 
Afrl 1081 CTGGGGGTGC 
Micl 1081 CTGGGGGTGC 



CGTTCACCGA GCCCGCC^iGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 

CGTTCACCGA GCCCGCCAGC 



Stop 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 

GTGCTGGCCT GACTCTCGGC 



CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 

CGCTCGTTAC 114 0 



Abb. 3.19 (4/5) : Alignment des AlaDH-Gens and den flankierenden Regionen bus 
verschiedenen Stammen des MJuberculosis Complex 



Siehe Legende Seite 101. 



Ergebnisse 



4 0kD 1141 GCCGAGCACA CGTCGGGAGT AAG3C-AAGCG ATGATGTCGG CCGCG 

Tubl 1141 GCCGAGCACA CNTCGGGAGT AANC-GAAGCG ATGATGTCGN C 

H37RV 1141 GCCGAGCACA CGTCGGGAGT AAGC-3AAGCG ATGATGTCGG CCG 

H37Ra 1141 GCCGAGCACA CGTCGGGAGT AAC-C-C-AAGCG ATGA 

BCG4 1141 GCCGANCACA CGTCGGGAGT AAGC-GAAGCG ATGATGTCGG CC 

BCG2 1141 GCCGAGCACA CGTCNGGAGT AAGC-GAAGCG ATGATG 

Bov3 1141 GCCGAGCACA CGTCGGGAGT AAC-3C-AAGCG ATGATGTCGG CC 

Afrl 1141 GCCGAGCNCA CGTCG 

Micl 1141 GCCGAGCACA CGTCGGGAGT AAGGGAAGCG ATGATGTCGG CC 

Abb. 3.19 (5/5) : Alignment des AlaDH-Gens and den flankierenden Regionen aus 
verschiedenen Stammen des M. tuberculosis Complex 

Die mit "40kD" bezeichnete Zeile gibt die Sequenz von Andersen et ai (1992) wieder. 
Sequenzunterschiede sind jeweils mit einem Ober der Sequenz gekennzeichnet. Das Start- und das 
Stopcodon sind ebenfalls uber der Sequenz nnarkiert. Bel den fett gedruckten Basen am Ende der 
Sequenz handelt es sich um Sequenzierungenauigkeiten. 

Die erste Stelle an der sich die Sequenzen unterscheiden ist Base -32, also upstream 
des Translations-Startsignals. Interessanterweise unterscheiden sich an dieser Stelle 
die in dieser Arbeit bestimmten Sequenzen von MAuberculosis H37Rv und H37Ra von 
der Sequenz von Andersen und Mitarbeitern (Andersen et ai, 1992). Alle anderen 
Sequenzen die in dieser Arbeit untersucht wurden, einschlielilich die des dritten 
getesteten Stammes von MAuberculosis, stimmen mit der Sequenz von Andersen 
uberein. 

Dies ist insofern verwunderlich, als dad die ursprunglich publizierte Sequenz auf dem 
Klon einer Xgt11-Bank beruht. die aus dem Stamm MAuberculosis H37Rv hergestellt 
worden vyar. Es wurde deshalb der Frage nachgegangen, ob eventuell durch die PGR 
ein Fehler eingefuhrt v^orden war. Dies bestatigte sich jedoch nicht. Es konnte jedoch 
auch moglich sein. daB der in dieser Arbeit benutzte Stamm von MAuberculosis H37Rv 
einen anderen Ursprung hat als der von Andersen. Ahnliche kleine Varianzen sind auch 
be! verschiedenen Stammen unterschiedlichen Ursprungs von M.bovis BCG bekannt. 

An der zweiten Stelle unterscheiden sich alle Stamme des MAuberculosis Complex 
von der publizierten Sequenz der AlaDH von MAuberculosis H37Rv. Es handelt sich um 
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jie Region der Basen 38 bis 49. Innerhalb dieser zwolf Basen wird die Sequenz 
AATTCC- wiederholt, die Basen 44 bis 49 stellen also ein direct repeat der Basen 38 
Dis 43 dar. in alien acht sequenzierten Stammen ist dieses Muster jedoch jeweils nur 
3inmal zu finden. Es ist also davon auszugehen, dali sicli be! der von Andersen et al. 
'1992) bestimmten Sequenz ein Sequenzierungs- Oder Lesefehler eingeschlichen hat. 
Die Gensequenz und die davon abgeleitete AminosSuresequenz Sndert sich hierdurch 
olgendermaBen : 

Andersen etal., 1992 : 

Gensequenz aacgaattccaattccgggtg 
Proteinsequenz Asn Glu Phe Gin Phe Arg Val 

Diese Arbeit : 

Gensequenz aacgaattc 
Proteinsequenz Asn Glu Phe 

Es handelt sich also effektiv urn den Verlust' der beiden Aminosauren Glutamin und 
=henylalanin. Nach dieser Deletion setzt sich die Sequenz w\e von Andersen et al. 
;1992) publiziert fort. 

Dieser Sachverhalt wurde durch die N-terminale Sequenzierung des Proteins 
bestatigt. Weder im nativen Protein von M. tuberculosis H37Rv, noch im rekonnbinanten 
Protein aus E.coli, waren die beiden Aminosauren zu finden. 

Bel der dritten unterschiedlichen Stella handelt es sich urn Base 272. An dieser Stelle 
befindet sich, mit der Ausnahme dreier Stammen, ein Adeninrest. Bei diesen drel 
Stammen, M.bovis und zwei Stamme von M.bovis BCG. ist diese Base deletiert. Diese 
Deletion fuhrt zu einer Leserasterverschiebung. die den gesamten folgenden Teil des 
resultierenden Proteins betrifft. Durch diese Leserasterverschiebung tritt an den Basen 
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404 bis 406 ein opa/-Stopsignal auf. Damit ist das Produkt dieses Gens nur etwa ein 
Drittel so groS wie die funktionelle AlaDH der anderen Stamme. 

Das entsclieidende be! dieser dritten Abweichung in der Gensequenz ist die 
Tatsache, daU sie genau in den drei Stammen auftritt, die keine AlaDH-Aktivitat zeigen. 
M.bovis und M.bovis BCG sind die einzigen Stamme des M. tuberculosis Complex, die 
keine Aktivitat zeigen. Aile anderen Stamme wurden als maBig Oder stark positiv 
klassifiziert. Die beobachtete Deletion ist also der Grund fur das Fehlen einer 
funktionellen AlaDH. Da jedoch mit dem mAb HBT-10 auch nicht das verkGrzte Protein 
nachgewiesen werden kann (das Epitop von HBT-10 liegt im Bereich vor der 
Leserasterverschiebung), ist davon auszugehen, dali das verkurzte Protein erst gar 
nicht. bzw. nur in sehr kleinen, mit dem mAb HBT-10 nicht detektierbaren, Mengen, 
produziert wird. 

3.5.2.3 Das AlaDH-Gen von M.marinum 

AuSer den Mitgliedern des M. tuberculosis Complex, war es in erster Linie der Stamm 
M.marinum, be! dem bei der PCR mit dem Primerpaar Annabel ein Fragment 
gevy/onnen werden konnte (Abb. 3.17), das sich bei der spateren Sequenzierung als 
AlaDH erwies. Wie sich zeigen sollte war dies insofern ein GlCicksfall, als daB die 
meisten anderen PCR's mit den Primerpaaren aus Tab. 3.15 keine, oder zumindest 
nicht die erwarteten, Fragmente mit diesem Stamm lieferten. Lediglich die PCR mit dem 
Primerpaar Giselle verlief ebenfalls positiv. Wie sich spater herausstellte war der Grund 
hierfur die mangelnde Homologie zwischen den Genen innerhalb der verschiedenen 
Spezies. 
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50 60 70 

„^ AATTCCGGTTAGCGATCACCCCGGCCGGCG 

''^''^ 1 1 MM 1 1 I M MMMMMMMM 

H37RV TTCCGACCGAGACCAAAAACAACGAATTCCAATTCCGGGTGGCCATCACCCCGGCCGGCG 
80 90 100 110 120 130 

|coccocc™.cc«occcocc«c™ 

H37RV icGCGGAACTAACCCGTCGTGGCCATGAGGTGCTCATCCAGGCAGGTGCCGGAGAGGGCT 

140 150 160 170 180 190 

M^y-i PCGCCATCTCCGACGCCGACTTCAAGGCCGCCGGTGCCCAGCTGATCAGCACCGCCGACC 
Mar3 CCGCCATCTCCGA ^^^^^^^^ ^ 111111111111 

CGGCTATCACCGACGCGGATTTCAAGGCGGCAGGCGCGCAACTGGTCGGCACCGCCGACC 



H37RV 

Mar3 
H37RV 



200 210 220 230 240 250 

AGGTGTGGGCGGATGCGGACCTGCTGCTCAAGGTCAAGGAACCGATCGAGTCCGAGTACG 

iiiiiiiiii II II 11 I iiiiiitiiiiii iiiiiiii II I II nil 

AGGTGTGGGCCGACGCTGATTTATTGCTO^GGTCAAAGAACCGATAGCGGCGG 



260 270 280 290 300 310 

Mar3 GCCGGCTGCGCCGGGGCCAGACCCTGTTCACCTACCTGCACCTGGCCGCCT^ 

Mil IIMI I II MM I MIIMI I I MM IlillM MM II 

H3 7RV GCCGCCTGCGACACGGGCAGATCTTGTTCACGTTCTTGCATTTGGCCGCGTCACGTGCTT 

H3 7RV icACCGATGCGTTGTTGGATTCCGGCACCACGTCAATTGCCTACGAGACCGTCCAGACCG 

380 390 400 410 420 430 

Mar3 CCGACGGCGCATTGCCGCTGCTGGCCCCCATGAGCGAGGTCGCCGGGCGCCTGTCCGCCC 

lllllllllll I M IIMI IIMI IIMIIII IIIIIIII II II Mill! 

H37RV iiGACGGCGCACTACCCCTGCTTGCCCCGATGAGCGAAGTCGCCGGTCGACTCGCCGCCC 

440 450 460 470 480 490 

Mar3 AAGCTGGGGCCTACCACCTGATGCGCACCCACGGCGGTCGCGGCGTGCTGATGGGCG^ 

I I Ml II MMMIMMMI IIMI II II Mill IIIMIMMIIM I 

H37RV AGGTTGGCGCTTACCACCTGATGCGAACCCAAGGGGGCCGCGGTGTGCTGATGGGCGGGG 

500 510 520 530 540 550 

Mar3 tcCCCGGCGTCAAGCCTGCCGACGTCGTGGTGATCGGCGCGGGCACGGCCGGATACAACG 

TccccGG mill IIIIIIIII IIIIIIII Mill mil MIIMI 

H3 7RV TGCCCGGCGTCGAACCGGCCGACGTCGTGGTGATCGGCGCCGGCACCGCCGGCTACAACG 

Abb. 3.20 (1/2): Alignment derAlaDH Gene von M.marinum und M.tuberculosis 

Das Screening der Datenbank und das Alignment wurden mit der FASTA-Software {http://www.embl- 
ebl.ac.uh) durchgefOhrt (Sensitivitat l<tup=6). Ein "1" kennzeiclinet ein identisciies Basenpaar. 
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560 570 =80 590 600 610 

CCGCCCGCGTCGCCAACGGCATGGGCGCGATGGTCACCGTGCTGGATGTCAACATCAACA 

I llllll IIIIIIIIIIIIIIIIIIMI M M II II II llllllll III 

CAGCCCGCATCGCCAACGGCATGGGCGCGACCGTTACGGTTCTAGACATCAACATCGACA 

620 630 640 650 660 670 

AGCTCCGCCAGATCGACGCGGAGTTCGGCGGTCGCGTCCGGACCCGCTACTCGTCGACCC 

I 11 II II lllllll llllll INI II III II llllllll III II 

AACTTCGGCAACTCGACGCCGAGTTCTGCGGCCGGATCCACACTCGCTACTCATCGGCCT 

680 690 700 710 720 

TCGACCTCGAGGATGCGGCAGTCCACGCCGACATGGTGATCGGGGCCGTCCT 

III iiiiiii III I I Mini lllllll iiiiiiiiiii 

ACGAGCTCGAGGGTGCCGTCAAACGTGCCGACCTGGTGATTGGGGCCGTCCTGGTGCCAG 

Abb. 3.20 (2/2): Alignment derAlaDH Gene von M.marinum und M. tuberculosis H37Rv 

Das Screening der Datenbank und das Alignment wurden mit der FASTA-Software {http:/Avww.embl- 
ebi.ac.uk/) durchgefOhrt (Sensitivitat ktup=6). Ein " j " kennzeichnet ein identisches Basenpaar. 

Insgesamt konnten 682 Basen dieses Gens bestimmt warden (Abb. 3.20), was etwa 
60% des kompletten Gens ausmacht. Diese 682 Basen kodieren den N-ternninalen 
Bereich des Proteins. Es fehlen lediglich die ersten 35 Basen nach dem Startcodon. 

Der sequenzierte Abschnitt der AlaDH von M.marinum zeigt 80.4% Identitat mit dem 
entsprechenden Abschnitt von M. tuberculosis H37Rv. Die Sequenzuntersclniede sind 
relativ gleichmaSig iiber den gesamten Abschnitt verteilt. 

Das abgeleitete Peptid der M.marinum Gensequenz (Abb. 3.21) zeigt 85,3% Identitat 
und 92,0% Ahnlichkeit mit dem Protein von M. tuberculosis H37Rv. Homologien zu 
anderen Proteinen der Swiss Prot-Datenbank sind in Tab. 3.15 wiedergegeben 
(Stand : 9/1996. Release 33). Als Vergleich sel erwahnt, daB die AlaDH von 
M.tuberculosis 53% Identitat zu den Enzymen von B.sphaericus und 
B.stearothermophilus aufweist (Andersen et al., 1992). Bei derAlaDH von M.marinum 
ist eine Identitat von 51% mit dem Enzym von B.sphaericus bzw. von 50% mit dem 
Enyzm von S.stearaf/ie/TnopMus festzustellen (Tab. 3.15). 
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♦* ******** ************** 

Mar3 14 FRLAITPAGVAALTKRGHEVLIQAGAGEGSAISDADFKAAGAQLISTADQVWADADLLLK 73 
H37RV 14 FRVAITPAGVAELTRRGHEVLIQAGAGEGSAITDADFKAAGAQLVGTADQVWADADLLLK 73 

***** ****** ** ***.******* ****** ************************ 

Mar3 74 VKEPIESEYGRLRRGQTLFTYLHIJ^lASRPCTDALLKSGTTSIAyETVQTADGALPLI^^ 123 
H37RV 74 VKEPIAAEYGRLRHGQILFTFI^IJVASRACTDALI^SGTTSIAyETVQTADGALPLIJlPM 123 

******* ** ******** *************.******************.****** 

Mar3 134 SEVAGRLSAQAGAYHmRTHGGRGVL.MGGVPGVKPADVVVIGAGTAGyNAARVANGMGAM 183 
H37RV 134 SEVAGRIAAQVGAYHI^RTQGGRGVLh'.GGVPGVEPADVWIGAGTAGYKAARIANGMGAT 183 

*****.**,****.**** **. ***** .** * **.***** 

Mar3 184 \riVLDWI^na.RQIDAEFGGR\n^TRySSTLDLEDAAVHAD 22 9 

H37RV 184 VTVLDINIDKLRQLDAEFCGRIHTRYSSAYELEGAVKRADLVIGAV 22 9 

Abb. 3.21 : Alignment derAlaDH's von M.marinum and M. tuberculosis H37Rv 

Ein zeigt eine identische. ein eine funktionell verwandte AminosSuren an. Das Screening der 
Datenbank und das Alignment wurden mit der FASTA-Software {hnp://www.embl-ebi.acMk/i durchgefuhrt 
(SensitivitSt ktup=2). 



Tab. 3.15: Proteine mit Homologie zurAlaDH von M.marinum 

Die Swiss Prot - Datenbank wurde mit der FASTA-Software (http://mm.embl- 
ebi.acMk/) durchsucht (Stand : 9/1996, Release 33). 



Protein 


Organismus 


Identitat 


Ahnlichkeit 


AlaDH 


M.tuberculosis 


85.3 % 


92.0 % 


AlaDH 


B.sphaericus 


50,9 % 


69.0 % 


AlaDH 


B.stearothermophilus 


50,0 % 


67,7 % 


AlaDH 


B.subtilis 


48.7 % 


68.6 % 


PNT 


Rind, mitochondrial 


33,7 % 


51,4% 


PNT 


E.coli 


30.7 % 


50,0% 


PNT 


Haemophilus influenzae 


28.8 % 


48,2 % 



AIs essentiell fQr die Bindung des Cofaktors der AlaDH von M.tuberculosis H37Rv 
werden die Aminosaurereste GIy165, GIy167. Gly170 und Asp198 betrachtet. Diese 
vier Aminosaurereste stelien ein Charakteristil<um der pap-SekundSrstruktur von 
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NAD(H)-BindungssteIIen dar (Wierenga et ai, 1986; Bork & Grunwald, 1990). Im 
Enzym von M.marinum, genauso wie bei samtlichen anderen AlaDH's in Tab. 3.14, sind 
diese vier Reste konserviert. 

Der entsprechende Abschnitt des Epitops des mAb HBT-10 bei der AlaDH von 
M.manni/m hat die Sequenz AISDADFKAAG, und unterscheidet sich damit 
iediglich an der dritten Stelle von der Sequenz von M. tuberculosis H37Rv. Aufgrund des 
in dieser Arbeit bestimmten Konsensusepitops des Antikorpers (Tab. 3.9), musste 
dieser auch mit der AlaDH von M.marinum reagieren. Tatsachlich ist dieser Stamm 
auch der einzige, mit dem eine Kreuzreaktion beobacfitet werden konnte (Andersen et 
ai, 1992). Die ermittelte Sequenz stimmt also auch mit dieser Beobachtung Qberein. 



AlaDH-Aktivitat in Mykobakterien. Die gemessenen AlaDH-Aktivitaten lassen einige 
interessante Beobachtungen bezQglich der Lebensweise der Organismen mit positiver 
Aktivitat zu. 

Die Stamme mit starker Aktivitat sind allesamt pathogen. Interessant ist hierbei, daR 
zwei der vier in diese Gruppe fallenden StSmme pathogen fur Fische sind (Austin & 
Austin, 1987). Alle beide, M.marinum und M.chelonae. konnen jedoch auch Menschen 
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infizieren (Wallace et al., 1983; Johnston & Izumi. 1987). Im Gegensatz zur 
Tuberkulose losen sie jedoch meist krankhafte Infektionen der oberen Hautschichten 
aus, die meist relativ unproblematisch zu behandein sind. 

M.chelonae ist ist ein vergleichsweise schnell wachsendes, nicht-chromogenes 
Bakterium. Infektionen beim Menschen treten oft als sekundare Wundinfektionen nach 
Operationen auf (Cooper et al., 1989). M.marinum ist ein langsam wachsender 
Organismus. der be! Wachstum an Licht ein gelbes Pigment bildet. In mehr als 50 
wechselwarmen Spezies (Reptilien. Amphibien, Fische) wurden Infektionen mit 
M.marinum nachgewiesen (Clark & Shepard, 1963). Beim Menschen manifestiert sich 
das Bakterium meist im Ellbogen- oder Kniebereich. 

Die beiden anderen Stamme mit stark-positiver AlaDH-Aktivitat sind Vertreter des 
M.tuberculosis Complex. Es sind dies der Tuberkulose-Referenzstamm M. tuberculosis 
H37Rv. sowie der Stamm M.microti, der als phylogenetisches Bindeglied zwischen 
M.tuberculosis und M.bovis betrachtet wird. 

Bis auf M.smegmatis sind auch alle als maBig-positiv klassifizierten StSmme 
pathogen. Der Groliteil dieser Stamme umfasst klinische Isolate von M.tuberculosis. 
Pathogene Varianten von Tuberkulose-Stammen scheinen also in der Regel AlaDH- 
Aktivitat zu besitzen. Es wurden jedoch auch zv^^ei Isolate gefunden, die keine AlaDH- 
Aktivitat aufweisen. Der einzige nicht-pathogene Organismus mit AlaDH-Aktivitat ist der 
schnell wachsende Stamm M.smegmatis. M.smegmatis weist sich jedoch durch eine 
ungewShnlich starke NAD+-reduzierende Hintergrundaktivitat aus, und ist deshalb sehr 
leicht von alien anderen StSmmen mit AlaDH-Aktivitat zu unterscheiden. Desv^/eiteren 
wurde im Stamm M.smegmaits 1-2c, ein mykobakterieller Expressionsstamm, keine 
AlaDH-Aktivitat gefunden. 
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Innerhalb der 44 getesteten Mykobakterien-Stamme, und dies ist bei weitem der 
GroBteil aller bekannten Stamme. ist deshalb die Folgerung eriaubt : 

...uf Ein langsam wachsendes Mykobakterium mit positiver AlaDH-Aktivitat ist virulent. 

Der UmkehrschluR dieser Feststellung ist jedoch falsch. Unter den Stammen ohne 
AlaDH-Aktivitat sind etiiche virulente. Trotzdem kommt man nicht umhin eine. v^enn 
auch nicht feste. Tendenz festzustellen. nach der die AlaDH-Aktivitat mit steigender 
Pathogenitat eines Stammes zunimmt. Insbesondere durch die Aktivitaten der 
verschiedenen Stamme von M.tuberculosis v^ird diese These unterstrichen. Die mit 
Abstand hochste Aktivitat hat der Stamm H37Rv. der als Referenzstamm fur alle 
Tuberkulose-Laboratorien dient. und eine bekannt hohe InfektiSsit^t besitzt. Ganz am 
Ende rangiert das avirulente Derivat von H37Rv. der Stamm H37Ra. Zv^ischen diesen 
beiden Polen rangieren die klinischen Tuberkulose-Isolate. die mal etwas mehr und mal 
etwas weniger Aktivitat zeigen. 

Das AlaDH-Gen in Mykobakterlen. Das Gen fur die Alanin Dehydrogenase konnte in 
alien untersuchten StSmmen des M.tuberculosis Complex und im Stamm M.mahnum 
identifiziert werden. 

Der entscheidene Punkt beim Vergleich der Sequenzen innerhalb des M.tuberculosis 
Complex ist die Deletion der Base 272. die bei den untersuchten Stammen von M.bovis 
und M.bovis BCG zu einer Leserasterverschiebung und letztendlich zu einem 
verkurzten. nicht-funktionellen Protein fuhrt. Bei diesen Stammen lieB sich auch in 
Zellextrakten keine AlaDH-Aktivitat nachweisen. Diese Daten stimmen auch mit den 
Ergebnissen von Andersen et a/. (1992) Oberein. die in Southern Blots zwar Signale mit 
diesen Stammen erhielten. aber in Western Blots kein Protein nachweisen konnten. 

Durch die Amplifikation und Sequenzierung des Gens konnte in dieser Arbeit die 
Ursache hierfGr gefunden werden. Es muS jedoch auch in Betracht gezogen werden. 
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daa noch weitere Anderungen in den regulatorischen Genabschnitten fur das Fehlen 
des verkurzten Proteins verantwortiich sein konnen. Dies konnte eine Malinahme der 
Zelle sein. keine Energie in ein nicht funktionsfahiges Protein zu investieren. Allgemein 
ist uber regulatorische Gensequenzen bei Mykobakterien noch nicht viel bekannt (Dale 
& Patki. 1990; Gupta et al. 1993). Es scheint jedoch. daU. nach dem Prinzip von 
Enhancern, auch weiter weg gelegene Abschnitte die Genexpression nicht unerheblich 
beeinfluBen kSnnen. Die fur eine Einstellung der Produktion des Proteins notigen 
Mutationen mussen also nicht zwangslaufig auf dem in dieser Arbeit sequenzierten 
Bereich liegen. 

Das andere identifizierte A/aDH-Gen. jenes von M.marinum, ist auf DNA-Ebene 
deutlich unterschiedlich von den Genen des M.tuberculosis Complex, immerhin vier von 
funf Basen (80,4%) sind beim Vergleich dieser Sequenzen jedoch durchschnittlich noch 
identisch. Dieser Wert ist auf Proteinebene noch hoher (85.3% Identitat. 92.0% 
Ahnlichkeit). Da AlaDH-Aktivitat jedoch auch in einer Reihe v^eiterer Spezies gefunden 
v.urde. ist davon auszugehen, daR sich die entsprechenden Gene, mangels Homologie 
zu den benutzten Primem. bei den benutzten Bedingungen nicht amplifizieren lieUen. 
Eine eingehendere Studie betreffs dieses Punktes musste auch diese Gene auff.nden 
konnen. Ein Vergleich all dieser Sequenzen konnte weitere Ruckschlusse auf die Rolle 

des Enzyms zulassen. 

Desweiteren ist denkbar. dali sich anhand eines solchen Sequenzvergleiches ein 
PCR-Verfahren entwickein lassen musste. mit dem man Mykobakterien. die ein AlaDH- 
Gen besitzen. voneinander unterscheiden kann. Und v.ie in dieser Arbeit gezeigt 
werden konnte. sind es eben die fur den Menschen bedeutenden StSmme. die ein 
AlaDH-Gen besitzen. Besonders die Moglichkeit. mit einem solchen PCR-Assay den 
Erreger M.tuberculosis vom impfstamm M.bovis BCG unterscheiden zu konnen. lassen 
ein solches Vorhaben interessant erscheinen. 
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Ausblick. Das in dieser Arbeit behandelte 40 kD-Antigen stellt in mehrererlei Hinsicht 
ein lohnenswertes Objekt fur weitergehende Untersuchungen dar. Ein Punkt, der in 
dieser Arbeit nicht weiter berucksichtigt wurde. ist die mSgliche Anwendung dieses 
Enzyms in der medizinischen Diagnostik. So warden bereits fur die Enzyme 
Dipeptidase (Ito et a/., 1984). y-Giutamyitransferase (Kondo et al., 1992) und 
y-Glutamyl Cyclotransferase (Takahashi et al., 1987) Assays beschrieben. die auf einer 
AlaDH basieren. Alle drei genannten Enzyme sind bei verschiedenen Krankheiten in 
veranderten Urin-. Serum- bzw. Blutkonzentrationen vorzufinden. 

Das Hauptaugenmerk liegt jedoch auf dem Einsatz des 40 kD-Antigens bei der 
Tuberkulose. Ansatzpunkte sind hierbei an mehreren Stelien denkbar. 

Allein bei der Diagnostik sind mehrere Moglichkeiten vorstellbar. wie das 40 kD- 
Antigen. bzw. das ihm zugrundeliegende Gen. genutzt werden kSnnte. Da das 
rekombinante Protein nun leicht aus dem uberproduzierenden E.coli Stamm gewonnen 
werden kann. erscheint es lohnenswert. die Nutzlichkeit dieses Proteins in der 
Serologie zu uberprQfen. Zudem konnten sich diagnostische Verfahren entwickein 
lassen. die auf dem direkten Naciiweis von AlaDH-Aktivitat oder. wie bereits erwahnt. 
auf der Amplif.kation spezifischer Teile des Gens beruhen. Die Deletion der Base 272 
in den Stammen M.bovis und M.bovis BCG kann hierbei als Ansatzpunkt der 
Diskriminierung dieser beiden Stamme von M.tuberculosis dienen. 

Ein PCR-Assay mQsste sich auch fur den Stamm M.mannum etablieren lassen. der 
sich ja auf Genebene nicht unerheblich vom M.tuberculosis Complex unterscheidet. 
Bislang wird zu diesem Zweck ein PCR-Assay. beruhend auf der Amplif.kation eines 
Teils der fQr die 16S rRNA kodierenden Gensequenz. eingesetzt (Knibb et al., 1993). 
Dies ist. in Anbetracht der in den letzten Jahren steigenden Zahl von Infektionen mit 
M.marinum in Fischfarmen (Knibb et al., 1993). von groBer Bedeutung. Auch 
Infektionen beim Menschen werden in den letzten Jahren gehauft vermeldet (Harris et 
al., 1991; Kullavanijaya etal., 1993; Slosarek etal., 1994). 

Die Beobachtung. dad die Virulenz eines Stammes von M.tuberculosis sehr gut mit 
seiner AlaDH-Aktivitat korreliert. wirft emeut die Frage auf. ob das Enzym einen 
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Virulenzfaktor darstellt. Zur Beantwortung dieser Frage sind Ansatze denkbar. wie der 
knock-out des Gens in M. tuberculosis oder die Oberexpression des Gens in einem 
Stamm mit niedriger Virulenz. In beiden Fallen kann die Virulenz im Tiermodeli 
Dberpruft werden. 
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7. Anhange 



Abkurzungsverzeichnis 



A prSexponentielier Faktor oder StoHfaktor 

Axxx Absorption bei einer WellenlSnge von xxx nm 

AlaDH L-AIanin Dehydrogenase (E.G. 1.4.1.1.) 

AMC Academic Medical Centre, Amsterdam. Niederiande 

Ap Ampicillin 

AP Alkalische Phosphatase 

app. apperent 

AS AminosSure 

ATCC American Type Culture Collection. Rockville, USA 

ATP Adenosin-Triphosphat 

BCG Bacille Calmette Gu6rin 

BCIG 5-Bromo-4-Chloro-3-!ndoIyl-p-D-Galactopyranosid 

BCIP 5-Bromo-4-ChIoro-3-lndolylphosphat 

Boc /erf-Butoxycarbonyl 

bp Basenpaar(e) 

cfu colony forming units 

Cm Chloramphenicol 

Cone Konzentration 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMF Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA DesoxyribonukleinsSure 

DTNB DithiobisnitrobenzoesSure 

DTT Dithiothreltol 



Ea 

EDTA 
Eth 



Aktivierungsenergie 

Ethylendiamintetraacetat 

Ethionamid 



/// 

F Farad 

FBS Fetales Rinderserum 

FCS Fotales Kalbsserum 

Fmoc 9-FIourenylmethoxycarbonyl 

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 

frag. Fragment 



Fallbeschleunigung 

Gesellschaftfur biotechnologische Forschung mbH. Braunschweig. Deutschland 



GIcNAc /V-Acetylglucosamin 

Gm Gentamicin 

GOGAT Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase 

GS Glutamin-Synthetase 

GST GIutathion-S-Transferase 



h Stunde(n) 

HBSS Hank's Balanced Salt Solution 

HIV Human Immunodeficiency Virus 

HOBt Hydroxybenzotriazol 

HRP Horseradish Peroxidase 

Hsp H'ltzeschockproteine 

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

INH isonicotinsSurehydrazid. Isoniazid 

IPTG isopropyl-p-D-thiogalactosid 



k Umsatzrate eines Enzyms 

kb Kilobasen 

KBL Kilobasenleiter 

kD. kDa Kilodalton 

KIT Royal Tropical Institute. Amsterdam. Niederlande 

Km Michaelis-Konstante 

Km Kanamycin 



M<D 

mAb 

MAIS 



Makrophage(n) 
monoklonaler AntikGrper 
M,avium - MJntracellulare 



- M,scrofuIaceum Complex 



MBP 

MCAC 

mesoDAP 

min 

m.o.i. 

MRC 

MTT 

MurNAc 

MurNGI 

NAD* 

NADH 

NADP* 

NADPH 

n.b. 

NBT 

Nr. 

NTP 



maltose binding protein 
Metaiichelat-Affinitstschromatographie 

meso DiaminopimelinsSure 

Minute(n) 

multiplicity of infection 

Medical Research Council. Tuberculosis and Related Infections Unit. London. England 

Thiazolyibluetetrazoliumbromid 

A/-AcetylmuraminsSure 

W-GlycolylmuraminsSure 

Nicotinamidadenindinucleotid. oxidierte Form 
Nicx)tinamidadenindinucleotid. reduzierte Form 
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat. oxidierte Form 
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat, reduzierte Form 

nicht bestimmt 
Nitrobluetetrazoliumchlorid 

Nummer 

beliebiges Nucleosid in Form eines Triphosphats 



oD 

ORF 

OtBu 



oxidative Desaminierung 

open reading frame, offenes Leseraster 

fert-Butylester 



PAGE 

pac 

PGR 

Pfp 

PMA 

Pmc 

PMS 

PNT 

PPD 

PVDF 

R 
rA 
rec 
Rha 



Polyacrylamid-Geielektrophorese 

protein antigen c. alte Bezeichnung fOr das 40 kD-Antigen 

polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion 

Pentaflourphenyl 

Phorbolmyristatacetat 

Pentamethylcliroman 

Phenazinmethosulfat 

Pyridinnukleotid-Transhydrogenase 

Purified protein derivative 
Polyvinyiidendiflourid 

Rydberg-Konstante Oder Resistenz (wenn Buchstabe hochgestellt) 

reduktive Aminierung 

rekombinant 

Rhamnose 



Rif Rifampicin 

RIV National Institute of Public Health and the Environment. Bilthoven. Niederlande 

RNA RibonukleinsSure 

RNI reaktive nitrogen intermediates, reaktive Stickstoff-lntermediate 

ROI reaktive oxygen intermediates, reaktive Sauerstoff-intermediate 

rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 

rRNA ribosomale RibonukleinsSure 

RT Raumtemperatur 

SDS Natriumdodecylsulfat 

sec Sekunde(n) 

Sir Streptomycin 

Tb Tuberkulose 

TEMED A/.A/./V./V-Tertamethylethylendiamin 

TIR Translations-lnitiationsregion 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Trt Trityl 

ts temperatur-sensitiv 

Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

U Unit(s) 

On ober Nacht 

unverOff. unverOffentlicht 

Vmax maximale Reaktlonsgeschwindigkeit 

VMDC Veterinary Microbiological Diagnostic Centre, Utrecht, Niederlande 

Vol. Volumen 

WHO World Health Organization. Weltgesundheitsorganisation 

WKZ Academisch Ziekenhuis. Utrecht, Niederlande 



Z.A. 



2ur Analyse, von h^chstem Reinheitsgrad 



Abkurzungen fur Aminosauren und Nukleotide 



Aminosaure 3-Buchstaben-Code 1-Buchstaben-Code 

Alanin Ala A 

Arginin Arg R 

Asparagin Asn N 

Aspartat Asp D 

Cystein Cys C 

Glutamin Gin Q 

Glutamat Glu E 

Glycin Gly G 

Histidin His H 

Isoleucin lie I 

Leucin Leu L 

Lysin Lys K 

Methionin Met M 

Phenylaianin Phe F 

Prolin Pro P 

Serin Ser S 

Threonin Thr T 

Tryptophan Trp W 

Tyrosin Tyr Y 

Valin Val V 

Base Nukleosid / Nukleotid Abkurzung 

Adenin Adenosin A 

Cytosin Cytidin C 

Guanin Guanosin G 

Uracil Uridin U 

Thymin Thymidin T 
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•^r Zsichen: 8453 

.,:.xschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH (GBF) 
Kit und dessen Verwenduna zur Tuberkulosedi aanose 

PATENTANSPRIJCHE 

1. Enzymatischer Test-Kit zur Diagnose von Tuberkulose und ande 
ren mycobakteriellen Infektionen in Menschen und Tieren durch 
Bestimmung der Aktivitat von Alanindehydrogenase (E.G. 1.4.1.1) 

2 . Verf ahren zur Diagnose von Tuberkulose und anderen mycobak- 
teriellen Infektionen von Menschen und Tieren, dadurch gekexin- 
zeichnet, daS man mit einem enzymatischen Test -Kit gemafi An- 
spruch 1 die Aktivitat von Alanindehydrogenase (E.G. 1.4.1.1.) 
miSt . 

3. Verf ahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzelchnet , daS man 

(i) mogliche Tuberkulose-Erreger , wie M. tuberculosis iso- 
liert , 

(ii) einen Zellrohextrakt herstellt, 

(iii) den Extrakt in Losung inkubiert und 

(iv) die Absorption miSt. 

4. Verf ahren nach Anspruch 2 und/oder 3, dadurch gekennzeichnet 
daS man klinische Proben, wie Koperf liissigkeiten, direkt einer 
Tuberkulosediagnose unterwirft und die Alanindehydrogenase -Akti 
vitat miSt . 
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5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daiS man 
Zellen, Stamme und/oder Spezies von Krankheitserregern 
(Mycobakterien) von nicht-virulenten Zellen und Stammen dif- 

f erenziert . 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS man 
Zellen, Stamme und/oder Spezies von Krankheitserregern des M. 
tujbercuIosis-Komplexes identif iziert und diff erenziert . 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , daS man das Verfahren in Gegenwart von Tuberku- 
lose und andere mycobakterielle Infektionen von Menschen und 
Tieren inhibierenden Substanzen durchfiihrt und diese inhibieren- 
den Substanzen gegebenenf alls gewinnt . 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daS man es 

(i) zur Epidemiebekampfung und/oder 

(ii) nach Impfungen (vaccination follow-up) bei Menschen und 
Tieren durchfiihrt . 
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9. DNA-Sequenz, ausgewahlt aus der folgenden Gruppe oder andere 
Teilsequenzen des Alanindehydrogenase-Gens von M. tuberculosis 
(Fig. 2.3): 



Bezeichnung 




Orientierung 


AlaDH-FI 




forward 


AlaDH-F1+ 


5 -GCGCGTCGGTAl lOUoAL/Oo-o 


forward 


AlaDH-F2 


5 -GAGACCAAAAAuAALfoAA-o 


forward 


AlaDH-F4 


5 -GAATTCCCATCAGCAATCTTC3CAC3A-J 


forward 


AlaDH-F5 


5 -GCCCCGATGAGCGAAvj I O-o 


forward 


AlaDH-F6 


5 -GGGGCCGTCCTGGTGCO-o 


forward 




5*-GACGTCGACCTACGCGCTGAC-3' 


forward 


AlaDH-R1 


5'-CTCGGTGAACGGCACCCC-3* 


reverse 


AlaDH-R2 


5*-GGCCAGCACGCTGGCGGG.3* 


reverse 


AlaDH-R3 


5'-CACCCGTTCGGACAGTAA-3* 


reverse 


AlaDH-R4 


6'-CGCGGCCGACATCATCGC-3' 


reverse 


AlaDH-R5 


5*-GGCCGACATCATCGCTTCCC-3* 


reverse 


AlaDH-R6 


5*-CGAGACTAATTTGGGTGCCTTGGC-3' 


reverse 


AlaDH-R7 


ff-ATTTGGGTGCCTTGGC-3' 


reverse 



AlaDH-RM 



5'-GGCGGCGAGTCGACCGGC-3' 



reverse 



sowie Teilsequenzen davon und damit vorzugsweise bei einer Tem- 
peratur von tnindestens 20 und insbesondere bei einer Konzen- 
tration von 1 M NaCl und einer Temperatur von mindestens 25 C 
hybridisierbare Sequenzen. 
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10. Verwendung einer DNA-Sequenz gemaS Anspruch 9 zur Diagnose 
von Tuberkulose und anderen mycobakteriellen Infektionen bei 
Menschen und Tieren. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daS man 
eine DNA-Sequenz gemaS Anspruch 9 

(i) zum Hybridisieren, 

(ii) zur Bestatigung von Kulturen (culture confirmation) iso- 
lierter Stamme und/oder 

(iii) fur chromosomales Fingerprinting einsetzt und Zellen, 
Stamme und/oder Arten von Mycobakterien ermittelt und differen- 
ziert und/oder fiir die Diagnose von mycobakteriellen Infektionen 
einsetzt . 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, 
daS man Zellen, Stamme und/oder Spezies von virulenten Mycobak- 
terien von nicht-virulenten Zellen, Stammen und/oder Spezies 
dif f erenziert . 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daS man 
Zellen, Stammen und/oder Spezies des M. tuJbercuIosis-Komplexes 
und anderer Mycobakterien 

(i) isoliert, 

(ii) rohe oder gereinigte genomische DNA oder RNA gewinnt, 

(iii) ein Fragment identif iziert , das mit der Sequenz des 
Alanindehydrogenase-Gens von M. tuberculosis (Fig. 2.3) iden- 
tisch Oder praktisch identisch ist, vorzugsweise durch Amplifi- 
zieren unter Verwendung einer DNA-Sequenz gemaS Anspruch 9 als 
Primersequenz , wonach man mit einem Restriktionsenzym verdaut, 
insbesondere Bglll, und eine Gelelektrophorese der verdauten am- 
plifizierten DNA durchfuhrt und/oder die DNA-Sequenz der ampli- 
fizierten DNA bestimmt. 

14. Verfahren nach Anspruch 2 und/oder 10, dadurch gekennzeich- 
net , dafi man eine klinische Probe unmittelbar einsetzt und auf 
Tuberkulose bei Menschen und Tieren diagnostiziert . 
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15. Verfahren nach Anspruch 2 und/oder 10, dadurch gekennzeich- 
net, daS man das Verfahren in Gegenwart von Tuberkulose oder 
mycobakterielle Infektionen von Menschen und Tieren inhibieren- 
den Substanzen durchfiihrt und ermittelte inhibierende Substanzen 
gewinnt oder herstellt. 

16. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daS man 
es 

(i) bei antimycobakterieller Chemotherapie, 

(ii) bei der Epidemiebekampf ung und/oder 

(iii) nach Impfungen (vaccination follow-up) bei Menschen und 
Tieren anwendet. 

17. Verwendung einer DNA-Sequenz gemaS Anspruch 9 bei fur L-Ana- 
lin spezifischen Biotransf ormationsreaktionen . 
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5. Zusammenfassung 

Die Tuberkulose ist eine Infektionskrankheit, der jahrlich uber 3 Millionen Menschen 
2um Opfer fallen. Es gibt zwar sowohl einen Impfstoff, als auch verschiedene 
Diagnose- und Therapieverfahren. doch die Effektivitat all dieser MaSnahmen bedarf, 
angesichts der wleder steigenden Zahl der Erkrankungsfalle. dringend einer 
Verbesserung. 

Ein Forschungsschwerpunkt liegt auf der Charakterisierung von Antigenen, die 
fruhzeitig wahrend einer Infektion sekretlert werden. da diese den ersten Kontakt des 
Immunsystems mit dem Erregers herstelien. Das in dieser Arbeit behandelte 
40 kD-Antigen liegt in vivo als Hexamer vor, und ist trotz des hohen Molekulargewichts 
und des Fehlens einer Signalsequenz bereits nach wenigen Tagen des Wachstums 
extrazellular zu finden. Es stellt funktionell eine L-Alanin Dehydrogenase dar und 
reagiert mit dem gegen dieses Protein gerichteten monoklonalen Antikorper HBT-10. 
HBT-10 war der erste bekannte Antikorper, der spezifisch fur ein Protein von 
M. tuberculosis ist und nicht mit dem Impfstamm M.bovis BCG kreuzreagiert. 

1. Das fur das 40 kD-Antigen kodierende Gen war bereits in einen Plasmidvektor fur 
E.coli kloniert und die Expression des resultierenden Plasmids optimiert worden. In 
dieser Arbeit wurde eine komplett neue Methode etabliert, die es ermoglicht, das 
hexamere Protein in einem Zwei-Schritt-Verfahren in loslicher und aktiver Form 
aufzureinigen. 

2. Alle wesentlichen biochemischen Parameter des rekombinanten Enzyms wurden 
bestimmt. Die ermittelten Eigenschaften stehen in Einklang mit denen anderer 
beschriebener L-AIanin Dehydrogenasen. Das Enzym von MJuberculosis ist die Alanin 
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Dehydrogenase mit dem niedrigsten bekannten pH-Optimum fur die reduktive 
Aminierung. 

3. Die ermittelten biochemischen Daten sprechen stark fur eine Rolle des Enzyms bei 
einem fruhen Schritt der Peptidoglycansynthese. Es stellt hierbei L-Alanin. das auch die 
Vorstufe von D-Alanin ist. fur die Synthese der Penta- bzw. Tetrapeptidketten der 
A/-Glycolylmuraminsaure zur Verfugung. Dies ist die erste Beschreibung dieser Aufgabe 
fur eine L-Alanin Dehydrogenase. 

4. Eine postulierte Kreuzreaktion des monoklonalen Antikorpers HBT-10 mit der PNT 
wurde wideriegt. Der These, das 40 kD-Antigen interveniere in das kritische 
Gleichgewicht zwischen NADH und NADPH, wurde dadurch eine Grundlage entzogen. 
Auch auf die Fahigkeit des intrazeilularen Oberlebens in Makrophagen hat das 
40kD-Antigen, zumindest in Abwesenheit anderer mykobakterieller Proteine. keinen 
EinfluS. 

5. Uber 40 mykobakterielie Stamme wurden auf das Vorhandensein von AlaDH- 
Aktivitat hin untersucht. Alle Stamme die AlaDH-Aktivitat aufweisen. sind virulent. 
M.bovis BCG zeigt keinerlei Aktivitat. Zudem scheint das AusmaB der Aktivitat mit dem 
Grad der Virulenz eines MJuberculosis-Slammes zu korrelieren. 

6. Das Gen fur die Alanin Dehydrogenase wurde aus acht Stammen des 
M, tuberculosis Complex komplett sequenziert. in den Stammen M.bovis und M.bovis 
BCG wurde eine Deletion gefunden. die zu einer Leserasterverschiebung fuhrt und fur 
das Fehlen von meSbarer Aktivitat in diesen Stammen verantwortlich ist. 

7. Das AlaDH'Geu aus M.marinum wurde identifiziert und ein GroRteil der Sequenz 
bestimmt. Das Gen besitzt etwa 80% Identitat mit dem Gen von M .tuberculosis. 



